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te 要 
论文 主要 研究 了 共振 光 散 射 技术 在 蛋白 质 测定 中 的 应 用 。 
第 一 章 介 绍 了 共振 光 散 射 光谱 法 的 原理 、 特 点 、 发 展 历程 、 应 用 等 。 概 


述 了 目前 测定 蛋白 质 的 方法 。 


第 二 章 研究 了 强 还 原 剂 〈B- 琉 基 乙 醇 、 二 硫 苏 糖 醇 等 ) 对 蛋白 质 和 阴 离 


子 表面 活性 剂 十 二 烷 基 茶 磺 酸 钠 体系 共振 光 散 射 强度 的 影响 ， 提 出 了 两 种 测 
定 蛋 白质 的 共振 光 散 射 光 谱 法 。 对 各 物质 及 其 相互 作用 后 的 共振 光 散 射 光 谱 
进行 了 详细 的 研究 ， 证 实 了 伟 用 强 还 原 剂 能 伟 半 胖 氨 酚 残 其 之 间 的 二 硫 刍 断 
裂 ， 促 进 牛 血清 白 蛋 白 与 十 二 烷 基 茶 磺 酸 钠 之 间 的 结合 而 可 提高 体系 信号 和 
方法 的 灵敏 度 。 考 查 了 影响 共振 光 散 射 强度 的 各 种 因素 ， 如 pH、 还原 剂 的 浓 


度 、 表 面 活性 剂 的 浓度 、 试 剂 的 加 入 


页 序 和 共存 物质 等 。 实 验 结果 表明 ， 所 


建立 的 共振 光 散 射 光谱 法 可 以 成 功 地 用 于 蛋白 质 的 测定 。 
第 三 章 基于 硫酸 贸 能 与 蛋白 质 发 生 盐 析 作用 ， 促 进 蛋白 质 分 子 凝 聚 ， 形 
成 蛋白 质 沉淀 而 引起 体系 共振 光 散射 强度 的 增强 ， 建 立 了 一 种 以 硫酸 铵 为 蛋 


白质 的 共振 光 散射 探 针 ， 快 速 简 便 检测 蛋白 质 的 新 方法 。 研 究 了 牛 血清 白 蛋 
白 一 硫酸 饺 、 人 血清 白 蛋白 一 硫酸 铵 和 卵 清白 蛋白 一 硫酸 铵 体系 的 共振 光 散 
射 光 谱 ， 考 查 了 体系 的 酸度 、 硫 酸 铵 的 饱和 度 和 共存 离子 等 对 体系 共振 光 散 
射 强度 的 影响 。 将 所 建立 的 测定 蛋白 质 的 共振 光 散 射 光 谱 法 应 用 到 合成 样品 


及 实际 样品 的 分 析 并 与 传统 的 考 马 斯 亮 蓝 法 比较 ， 结 果 令 人 满意 。 
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第 一 章 前 言 


蛋白 质 是 生命 有 机 体 的 主要 成 分 ， 在 生命 体 生长 发 育 的 各 个 阶段 都 起 着 
重要 作用 ， 是 人 体 及 体内 一 切 细胞 的 基本 构成 物质 ， 具 有 调节 生理 功能 、 充 
当 药 物 分 子 、 维 生 素 、 矿 物质 与 微量 元 素 的 载体 、 提 供给 体 所 需 能 量 的 生理 
功能 。 同 时 蛋白 质 也 是 生物 性 状 的 直接 表达 者 ， 其 含量 往往 反映 有 机 体 的 健 
康 状况 ， 是 临床 检验 中 诊断 疾病 的 重要 依据 。 所 以 蛋白 质 的 检测 技术 一 直 是 
与 生命 科学 的 发 展 密切 相关 的 前 沿 课题 之 一 。 随 着 生命 科学 对 慢 白 质 检 测 技 
术 要 求 的 提高 ， 己 有 的 蛋白 质 检测 技术 的 局 限 性 日 益 暴 露出 来 。 研 究 普遍 适 
用 性 好 、 操 作 简 便 、 灵 敏 度 高 的 蛋白 质 检测 新 技术 显得 越 来 越 迫 切 。 


共振 光 散 射 (RLS) 光谱 法 是 二 十 世纪 90 年 代 发 展 起 来 的 一 种 新 兴 的 痕 
量 分 析 测 试 新 技术 ， 该 方法 灵敏 度 高 、 操 作 简便 、 选 择 性 较 好 ， 已 引起 了 人 
们 的 广泛 兴趣 和 关注 。 近 十 年 来 对 共振 光 散 射 光谱 法 的 研究 和 应 用 日 益 增多 ， 
目前 这 一 新 技术 已 广泛 应 用 蛋白 质 、 核 酸 、 塘 类 、 药 物 、 纳 米粒 子 、 无 机 粒 
子 和 表面 活性 剂 等 的 分 析 研 究 中 ， 显 示 了 该 方法 有 极 广阔 的 应 用 前 景 。 本 论 
文 利 用 简单 共振 光 散 射 技术 研究 了 蛋白 质 的 测定 以 及 蛋白 质 与 其 他 物质 的 相 
互 作用 ， 下 边 主要 介绍 共振 光 散 射 技术 的 有 关 信 息 。 


1.1 光 散 射 现象 

光 散 射 作 为 一 种 自然 现象 已 长 期 为 人 们 熟知 ， 例 如 天 空 是 蔚蓝 色 的 、 晚 
霞 是 红色 的 ， 又 如 在 暗室 里 将 一 束 强 光 射 过 溶液 ， 在 光 的 垂直 方向 上 观察 
可 以 清楚 地 看 到 明显 的 光 径 等 路。 这 些 现象 都 与 光 被 空气 中 的 灰尘 、 烟 雾 等 
微粒 散射 有 关 。 光 散射 现象 是 指 光 通过 介质 时 在 入 射 光 方向 以 外 的 各 个 方向 
上 所 观察 到 的 现象 。 


1.1.1 散射 光 的 产生 


光 散 射 现象 是 电磁 辐射 与 介质 相互 作用 的 一 种 表现 形式 。 光 波 是 一 种 电 
磁 波 ， 当 光照 射 在 某 一 粒子 上 时 ， 若 粒子 的 直径 小 于 光 的 波长 ， 则 光波 激发 


粒子 以 入 射 光 的 频率 作 简 谐 运动 振动 。 振 动 的 偶 极 子 相当 于 次 级 光源 向 空间 
发 射 的 电磁 波 ， 这 就 是 散射 光源 。 如 果 介 质 是 光学 不 均匀 的 ， 分 散 相 与 分 散 
介质 折光 指数 相差 较 大 ， 则 产生 的 诱导 偶 极 矩 不 同 或 者 因 分 子 热 运动 引 起 密 
度 或 浓度 的 局 部 涨 落 ， 使 折光 指数 或 介 电 常 数 发 生 局 部 变化 ， 这 两 种 情况 散 
射 光源 所 产生 的 次 级 辐射 波 不 能 抵消 ， 就 会 出 现 光 散 射 现象 中 。 光 的 散射 与 
介质 的 不 均匀 性 密切 相关 ， 除 了 真空 之 外 的 其 它 所 有 介质 都 有 一 定 程度 的 不 
均匀 性 ， 从 而 产生 散射 光 ， 只 是 由 于 介质 中 粒子 大 小 不 同 ， 产 生 不 同 种 类 的 
散射 。 


Tyndall 在 1869 年 发 现 一 束 会 聚 的 光 通过 溶胶 时 ， 则 从 侧面 可 以 看 到 一 
个 发 光 的 圆锥 体 ， 即 Tyndall 效应 。1871 年 ，Rayleigh 提出 了 著名 的 Rayleigh 
散射 定律 ， 用 电磁 波 理论 解释 了 小 质点 光 散射 的 本 质 中 。 


1.1.2 光 散 射 类 型 
根据 散射 辐射 频率 与 入 射 辐射 频率 的 关系 将 散射 分 为 弹性 散射 、 非 弹性 
散射 和 准 弹性 散射 中 。 
(D 弹性 散射 (Elasticscattering) : 指 散 射 光波 长 与 入 射 光波 长 相等 的 散射 ， 在 
散射 中 没有 频率 位 移 、 无 能 量 损失 ， 又 称 为 经 典 散 射 或 静态 散射 。d 夺 20%o 的 
Rayleigh 散射 .浑浊 介质 的 Tyndall 散射 和 透明 介质 的 分 子 散 射 都 是 弹性 散射 。 
(2) 非 弹性 散射 (Inelastieseattering): 是 指 散射 光波 长 不 等 于 入 射 光波 长 的 散 
射 , 在 散射 中 有 频率 位 移 、 有 能 量 损失 。 拉 曼 散射 、 布 里 渊 散射 属于 非 弹性 散 
射 。 发 射 光波 长 与 入 射 光波 长 不 同 的 Raman 散射 是 光 与 分 子 振动 交换 能 量 的 
非 弹性 散射 ， 而 Brillouin 散射 是 由 于 热 声 波 引起 的 非 弹性 散射 。 其 中 拉 曼 散 
射 是 现在 研究 最 深入 ， 使 用 最 广泛 的 光 散 射 。 
(3) 准 弹 性 散射 (Quasi-elastic light scatering) 是 指 散 射 光波 长 与 入 射 光波 长 有 
微小 差别 的 散射 ， 是 由 于 散射 质点 不 停 的 作 Brown 运动 所 引起 的 多 普 勒 
(DoppleD 效 应 使 散射 光 频 率 以 入 射 光 频 率 为 中 心 而 展 宽 ， 即 动态 光 散 射 射 。 
根据 介质 中 粒子 大 小 不 同 ， 散 射 可 分 为 Tyndall 散射 和 分 子 散 射 。 当 粒子 
的 尺寸 大 于 入 射 光波 长 (和 0) 时 发 生 反 射 和 折射 并 服从 光 的 反射 和 折射 定律 。 


如 果 介 质 中 粒子 直径 (d) 与 入 射 光 波长 相近 , 便 产 生 Tyndall 散射 , 这 是 由 非 均 
相 分 散 体系 中 的 悬浮 粒子 所 产生 的 光 散 射 ， 如 光 与 乳 状 液 、 悬 浮 液 和 胶体 溶 
液 作 用 时 发 生 的 光 散 射 ， 如 果 介 质 中 粒子 很 小 ， 如 d<20 A o 时 便 产 生 以 
Rayleigh 散射 为 主 的 分 子 散射 力 ， 分 子 散射 一 般 要 比 Tyndall 散射 弱 得 多 。 


1.2 共振 光 散 射 技 术 的 概述 

Rayleigh 散射 研究 发 展 130 多 年 以 来 ， 已 建立 了 较 完 善 的 理论 体系 ， 并 
在 化 学 、 物 理 、 生 物 、 天 文学 以 及 气象 学 上 得 到 广泛 的 应 用 。 利 用 Rayleigh 
散射 可 以 测定 蛋白 质 、DNA 等 生物 大 分 子 和 高 分 子 化 合 物 的 相对 分 子 量 的 大 
小 名。 对 大 气 Rayleigh 一 Mie 散射 光 进行 光谱 分 析 ， 可 获取 大 气温 度 、 气 溶胶 
含量 和 风速 等 大 气 信 息 申 。Rayleigh 散射 还 可 用 于 测量 团 簇 尺寸 中 。 利 用 激光 
与 流 场 中 分 子 的 Rayleigh 散射 ， 可 测定 分 子 流 场 的 分 子 密度 、 流 速 和 温度 等 
WHR), RE Rayleigh 散射 技术 已 得 到 广泛 应 用 ， 但 该 技术 信号 水 平 低 ， 
一 般 仅 有 入 射 光 的 千 分 之 一 左右 ， 因 此 必须 使 用 昂贵 的 激光 光源 和 灵敏 的 检 
测 器 。 作 为 分 析 手 段 而 言 ,Rayleigh 散射 选择 性 不 是 很 好 .不 同 物质 的 Rayleigh 
散射 光 强度 与 入 射 波长 的 关系 均 遵守 Tc<1/ 的 Rayleigh 散射 定律 , 没有 特征 
峰 ， 因 而 限制 了 它 的 应 用 。 若 在 Rayleigh 散射 实验 中 ， 选 择 入 射 光波 长 接近 
待 测 物 质 的 吸收 带 时 ，Rayleigh 散射 会 大 大 增强 ， 而 且 会 出 现 新 的 散射 特征 
峰 。 这 主要 是 散射 与 吸收 的 共振 作用 ， 产 生 了 一 个 吸收 -再 散射 过 程 ， 从 而 使 
散射 光 强 度 提 高 几 个 数量 级 。 这 种 吸收 -再 散射 的 过 程 称 为 共振 Rayleigh 散射 
或 者 共振 光 散 射 跟 。 与 物理 上 广泛 使 用 的 散射 光谱 法 不 同 的 是 ， 共 振 光 散射 
光谱 法 不 用 激光 作为 光源 ， 只 需要 普通 荧光 分 光 光 度 计 ， 调 节 激 发 光波 长 和 
发 射 光 波长 相等 ， 即 可 测定 待 测 组 分 发 出 的 共振 光 散 射 强度 。 大 量 实验 表明 ， 
共振 光 散 射 强度 与 共振 光 散 射 分 子 的 浓度 有 线性 关系 ， 据 此 可 直接 进行 定量 
分 析 。 共 振 光 散射 光谱 法 是 一 种 十 分 简便 地 用 于 痕 量 样品 定量 分 析 的 高 灵敏 
度 方法 ， 它 对 仪器 要 求 不 高 ， 简 便 、 快 速 ， 是 分 子 发 射 光谱 领域 近年 来 发 展 
起 来 的 一 种 非常 重要 的 新 方法 。 对 于 共振 光 散 射 的 研究 启 于 1977 年 ， 当 时 
Miller 对 共振 增强 光 散 射 的 宏观 波动 理论 进行 了 详细 的 阐述 59。 


1.2.1 共振 光 散 射 技 术 用 于 分 析 测定 的 的 原理 


在 普通 的 荧光 分 光 光 度 计 上 选择 合适 的 激发 和 发 射 通 带宽 度 ， 以 
Aex-Aem 同步 扫描 ， 即 得 共振 光 散射 光 谱 中 外。 在 共振 瑞 利 散射 峰 处 ， 测 量 
体系 的 散射 光 强度 (D 和 试剂 空白 溶液 的 散射 光 强度 d,)， 则 加 入 待 测 物 后 体系 
散射 光 的 增强 程度 AI=LIo。， 据 待 测 物 浓度 和 AI 间 的 线性 关系 可 进行 待 测 物 
的 定量 测定 。 

由 于 共振 光 散 射 光 谱 是 同步 光谱 ， 而 散射 光 是 源 于 等 波长 入 射 光束 激发 
散射 粒子 而 产生 的 。 因 此 ， 可 认为 散射 粒子 是 和 入 射 光 相同 波长 的 新 发 光 体 ， 
故 共 振 光 散 射 属 于 同步 发 光 ， 其 散射 光 强 度 遵 守 同 步 发 光 方程 5051: 
Is=kcbEex(Me)Een(Nex+ AN) a) 
式 中 Bex 是 在 给 定 激发 光波 长 处 ey) 的 激发 函数 ，Ecnm 是 在 对 应 的 发 射 光波 长 
处 的 发 射 函 数 Qem=Xex+ 人 入。 因为 A 人 X=0， 所 以 共振 光 散 射 强度 : 

IRLs= Is=kcbEx (ex) Eo) (2) 
K 是 与 仪器 有 关 的 常数 ，b 是 液 池 厚 度 。 由 此 可 知 ， 当 仪器 条 件 一 定时 ， 共 振 
光 散 射 强度 与 散射 粒子 的 浓度 成 正比 ， 据 此 可 对 散射 粒子 进行 定量 测定 。 

若 一 种 配合 物 阴离子 与 阳离子 形成 离子 缔 合 物 ， 且 离子 缔 合 物 分 子 间 存 
在 较 强 的 疏水 作用 力 和 分 子 间 作用 力 ， 则 可 自发 聚集 形成 较 大 的 微粒 ， 有 人 
将 这 种 微粒 称 之 为 离子 缔 合 微粒 。 有 研究 表明 "9， 较 大 粒 径 的 离子 缔 合 微粒 
的 形成 引起 的 界面 效应 可 导致 RLS 增强 并 可 能 产生 新 的 RLS 光谱 。 光 散射 信 
号 除了 与 散射 质点 的 大 小 、 形 状 有 关外 ， 还 与 质点 的 数目 (浓度 ) 有 关 ， 利用 这 
种 技术 ， 可 以 研究 共振 光 散 射 技术 在 蛋白 质 测定 中 的 应 用 。 


1.22 共振 光 散射 技 术 的 发 展 历程 

光 散 射 现象 早已 被 人 类 所 认识 ， 是 一 种 历史 悠久 的 成 熟 的 分 析 方法 。 自 其 
建立 以 来 ， 经 过 不 断 的 完善 和 发 展 ， 已 广泛 应 用 于 高 分 子 聚 合 物 科 学 ， 胶 体 科 
学 及 生命 科学 的 研究 中 。 


早 在 1979 年 ，Anglister 等 "5 就 预言 来 自 吸收 带 发 色 团 的 光 散 射 〈 共 振 光 散 
射 ) 会 在 生物 化 学 及 生物 学 中 得 到 应 用 。1993 年 ，Pastenack 等 "1， 首 次 将 共振 
光 散 射 技术 用 于 中 啉 类 化 合 物 在 核酸 分 子 上 堆积 的 研究 。 指出 了 入 射 辐射 与 粒 
子 相互 作用 时 ， 当 入 射 辐射 的 频率 接近 其 吸收 频率 ， 粒 子 对 光 的 散射 程度 会 明 
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显 增强 。 这 一 现象 的 发 现 使 得 通过 调节 合适 的 激发 、 发 射 狭 颖 宽度 以 及 合适 的 


激发 和 发 射 波长 (人 X=0),， 用 一 台 普 通 的 荧光 分 光 


光度 计 就 可 实现 对 共振 光 散 


射 光谱 的 测量 。 这 使 得 测定 光 散射 强 度 不 再 局 限于 使 用 昂贵 的 光源 ， 例 如 激光 


光源 等 。 同 时 开启 了 共振 光 散 射 技术 在 研究 发 色 团 


1995 年 ，Pastenack[ 将 共振 光 散 射 技术 在 发 色 
Science。1999 年 ，Pastenack09 利 用 共振 光 散 射 技 术 


自 组 装 或 聚 沉 方面 的 应 用 。 
团聚 沉 研究 的 应 用 发 表 在 
研究 了 超 分 子 发 色 团 组 装 的 


大 小 、 形 状 及 其 聚 沉 数 等 。1995 年 ， 刘 绍 瑛 等 "提出 了 一 种 共振 发 光 技术 , 研 


究 了 罗丹 明 类 染料 与 金属 离子 的 相互 作用 , 发 现 共 
构 有 关 ， 同 时 发 现 增强 的 共振 发 光 强度 与 金属 离子 


振 发 光 峰 的 位 置 与 染料 的 结 
的 浓度 之 间 存 在 良好 的 线性 


关系 。1996 年 ， 黄 承志 等 2 ”将 共振 光 散 射 技 术 应 用 到 生物 分 子 DNA 的 检测 ， 


1998 年 ， 黄 承志 等 又 将 共振 光 散 射 技术 应 用 到 了 和 蛋 
光 散 射 形 成 的 原因 局 。 此 后 ， 共 振 光 散射 技术 由 于 


白质 的 检测 ， 并 解释 了 共振 
其 灵敏 度 高 、 操 作 简 便 等 优 


点 ， 在 生物 分 子 检测 方面 得 到 了 广泛 的 应 用 。 其 次 在 金属 离子 、 纳 米粒 子 、 表 


面 活性 剂 、 多 糖 和 药物 测定 等 方面 也 得 到 广泛 的 应 


1.2.3 共振 光 散 射 技术 的 特点 


共振 光 散 射 光 谱 法 之 所 以 越 来 越 受 到 人 们 的 广泛 关注 ， 是 因为 共振 光 散 


射 光谱 法 与 其 它 的 光谱 法 相 比 ， 有 如 下 特点 : 
(1) 仪器 简单 


共振 光 散 射 光谱 法 能 在 普通 的 荧光 分 光 光度 计 


FENET, 不 像 激光 光谱 需 


要 特殊 的 激光 光源 。 大 量 的 试验 结果 表明 ， 该 方法 使 用 的 仪器 有 可 能 进一步 
简化 ， 由 于 该 方法 不 需要 复杂 的 仪器 ， 因 而 有 可 能 得 到 微型 化 、 便 携 式 的 装 


置 ， 这 在 当今 仪器 分 析 的 发 展 方向 上 预计 会 有 新 的 
(2) 分 析 速 度 快 


突破 。 


共振 光 散 射 光谱 分 析 法 一 般 不 需要 对 样品 进行 预先 的 化 学 处 理 , 避免 了 一 


些 溶 样 、 配 制 大 量 溶液 等 等 一 系列 烦琐 的 操作 手续 。 如 测定 糖 原 时 ， 可 直接 


把 糖 原 溶 于 水 ， 直 接 在 普通 的 荧光 分 光 光度 计 上 测 
(3) 灵敏 度 高 


定 即 可 。 


共振 光 散 射 光谱 法 的 灵敏 度 主 要 取决 于 测定 时 的 条 件 。 如 在 适宜 的 测定 


条 件 下 ， 用 该 方法 测定 核酸 和 金属 离子 时 ， 检 测 限 均 能 达到 纳 克 级 。 高 灵敏 
度 是 共振 光 散 射 光谱 法 的 一 个 极其 显著 的 优点 。 

(4) 应 用 广泛 

共振 光 散 射 光谱 法 既 可 以 用 于 生命 科学 领域 ,又 可 以 用 于 环境 科学 与 材 
料 科学 等 领域 。 采 用 不 同 有 机 染料 与 蛋白 质 或 核酸 等 生物 大 分 子 结合 形成 大 
结合 物 ， 可 以 测定 生物 大 分 子 。 除 此 之 外 ， 共 振 光 散射 光谱 法 还 用 于 金属 元 
素 、 非 金属 元 素 分 析 和 纳米 材料 粒度 分 析 等 领域 。 共 振 光 散射 光谱 法 可 以 大 
大 提高 测定 方法 的 灵敏 度 ， 并 且 共 振 光 散 射 光谱 法 操作 简便 、 测 定 快速 、 仪 
器 价 廉 ， 因 而 该 方法 有 望 成 为 分 析 化 学 未 来 发 展 的 方向 之 一 ， 有 望 成 为 现代 
仪器 分 析 的 最 强 有 力 的 工具 之 一 。 


1.2.4 共振 光 散 射 技术 的 应 用 

共振 光 散 射 光 谱 法 是 一 十 世纪 90 年 代 发 展 起 来 的 一 种 分 析 测 定 新 技术 。 自 
从 Pastenack 等 "1 首次 将 共振 光 散射 技术 成 功 的 应 用 到 叶 啉 在 DNA 上 珍 集 的 研 
究 开 启 了 共振 光 散 射 光谱 技术 广阔 应 用 前 景 大 门 。 随 着 共振 光 散 射 技术 在 理论 
和 分 析 方 法 上 的 日 趋 成 熟 ， 共 振 光 散射 技术 以 其 简单 的 操作 ， 较 高 的 灵敏 度 广 
泛 应 用 于 蛋 和 白质、 核酸、 药物、 细胞、 金属 离子 、 非 金属 离子 、 纳 米粒 子 和 表 
面 活性 剂 等 的 分 析 。 


1.2.4.1 在 蛋白 质 测定 中 的 应 用 

蛋白 质 是 包括 人 类 在 内 的 各 种 生物 有 机 体 的 重要 组 成 成 分 ， 是 生命 的 物 
质 基 础 之 一 。 生 物体 的 生长 、 发 育 、 遗 传 和 繁殖 等 一 切 生命 活 动 都 离 不 开 和 蛋 
质 。 因 此 研究 蛋白 质 的 测定 具有 及 其 重要 的 意义 。 目 前 ， 用 于 蛋白 质 测定 的 方 
iR EU, ELIGE RUE (Kjedahl 法 )、 双 缩 尿 法 (Biuret 法 )、Folin- 酚 试剂 
法 (Lowry 法 )、 紫外 吸收 法 、 考 马 氏 亮 蓝 法 、 荧 光 法 等 ,以 上 方法 各 有 优 缺 点 。 
共振 光 散 射 技术 是 一 种 新 兴 的 分 析 技 术 ， 由 于 其 高 灵敏 性 、 操 作 简 单 、 采 用 普 
通 光源 就 可 以 实现 等 优点 被 应 用 于 蛋白 质 的 测定 。 


共振 光 散 射 技术 用 于 蛋白 质 的 测定 大 多 基于 蛋白 质 与 共振 光 散 射 探 针 相 
互 作用 后 ,引起 体系 共振 光 散射 强度 的 急剧 增强 ,增强 的 散射 光 强 度 与 被 测 蛋 
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白质 在 一 定 浓度 范围 内 成 正比 的 原理 而 建立 起 来 的 。 共 振 光 散射 控 针 与 蛋白 质 
的 结合 可 以 通过 共 价 和 非 共 价 键 完成 。 目 前 ， 作 为 共振 光 散射 探 针 的 物质 有 很 
多 种 ， 主 要 有 染料 5s 约 、 纳 米粒 子 P、 表 面 活性 剂 等 5 


在 共振 光 散 射 技术 测定 蛋白 质 中 , 染料 分 子 是 最 重要 的 一 类 共振 光 散 射 探 
针 ， 其 研究 最 早 ， 发展 最 快 。 蛋 白质 是 具有 等 电 点 的 两 性 电解 质 ， 当 溶液 的 pH 
值 小 于 蛋白 质 的 等 电 点 时 ,蛋白 质 带 正 电荷 。 染料 分 子 一 般 是 由 带 负 电荷 的 亲 
水 性 基 团 和 不 带电 荷 的 疏水 基 团 构成 。 在 酸性 条 件 下 ， 带 负电 荷 的 染料 分 子 与 
质子 化 的 在 白质 之 闻 通 过 静 申 作用 形成 在 白质 一 染料 的 复合 物 , 染料 在 看 白质 
分 子 上 堆积 形成 较 大 的 粒子 ， 而 引起 体系 共振 光 散 射 强度 的 急剧 增强 。 利 用 染 
料 分 子 共振 光 散 射 强度 的 变化 与 被 测 蛋 白质 浓度 之 间 的 关系 建立 起 测定 蛋白 
质 的 方法 3 中。 纳米 粒子 由 于 比 表面 积 大 易于 吸附 介质 中 的 带电 微粒 而 带电 
荷 ， 因 而 也 可 以 作为 测定 蛋白 质 的 光 散 射 探 针 *1。 表面 活性 剂 在 共振 光 散 射 
技术 中 的 应 用 主要 与 带 相反 电荷 的 蛋白 质 结合 成 较 大 粒子 复合 物 而 对 体系 共 
发光 散射 强度 产生 增强 效应 P。 


1.2.4.2 在 核酸 测定 中 的 应 用 

核酸 是 生物 体内 一 类 重要 的 大 分 子 ， 它 们 不 仅 起 着 储存 ， 复 制 和 传递 遗传 
信息 的 作用 ， 而 且 还 决定 着 细胞 的 种 类 及 其 功能 ， 在 生命 的 起 源 、 生 物 的 遗传 
变异 、 物 种 的 进化 等 方面 起 着 决定 性 的 作用 。 近 年 来 ， 现 代 分 子 生物 学 的 发 展 
以 及 分 子 生物 学 在 临床 诊断 中 的 应 用 ， 已 证 明 许多 疾病 的 发 生 ， 尤 其 是 目前 困 
扰 人 类 的 癌症 等 都 与 体内 的 遗传 物质 一 核酸 的 变化 有 着 密切 的 关系 9 。 因此 从 
生物 分 析 化 学 的 角度 对 核酸 定性 , 定量 检测 及 其 与 探 针 分 子 作用 机 理 的 研究 引 
起 了 分 析 工 作者 的 极 大 兴趣 Bo。 核酸 光谱 探 针 在 现代 分 子 生物 学 、 生 物 医学 等 
领域 是 一 个 极其 重要 的 工具 ， 有 着 广泛 的 应 用 。 共 振江 散射 技术 应 用 于 核酸 的 
研究 始 于 二 十 世纪 九 十 年 代 。1993 年 Pastenack 等 ("1 首次 将 共振 光 散 射 技术 应 用 
到 路 啉 类 化 合 物 在 核酸 分 子 上 堆积 的 研究 ， 此 后 吸引 了 许多 科学 家 的 目光 。 
1996 年 , 黄 承志 等 2 研究 发 现 核酸 对 水 溶性 游离 碱 中 啉 TmpyP-4、TAPP 的 Soret 
带 有 减 色 效应 。 在 低 离子 强度 下 ， 凝 聚 剂 TAPP 诱 导 核 酸 的 超 螺旋 结构 形成 ， 
TAPP 及 质子 化 的 TAPP 以 聚集 态 形式 堆积 于 核酸 分 子 表 面 ， 体 系 的 共振 光 散 射 


IN 
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强度 明显 的 增强 ， 据 此 现象 建立 了 测定 核酸 的 共振 光 散 射 光 谱 法 ， 检 出 限 可 达 
纳 克 水 平 。 随 后 测定 核酸 的 叶 啉 类 共振 光 散 射 探 针 不 断 出 现 。 除 了 中 啉 类 化 合 
物 作 为 核酸 测定 的 共振 光 散 射 探 针 以 外 , 还 有 其 它 类 型 的 共振 光 散 射 探 针 如 有 
机 染料 GU、 金属 络 合 物 中 、 金 属 纳米 粒子 1、 金 属 离子 中、 表面 活性 剂 59、 
药物 分 子 B9、 杀 虫 剂 "1 、 除 草 剂 99 等 。 


1.2.4.3 在 环境 分 析 中 的 应 用 

共振 光 散 射 技术 除了 用 于 核酸 、 蛋 白质 等 的 分 析 外 ， 还 广泛 应 用 于 环境 分 
析 中 。1995 年 ， 刘 绍 正 等 "首次 利用 共振 发 光 法 研究 了 罗 月 明 类 染料 与 Ce**、 
Hg* 和 Cd* 等 金属 离子 的 相互 作用 ， 发 现在 一 定 浓度 范围 内 增强 的 共振 发 光 与 
金属 离子 浓度 具有 良好 的 线性 关系 。 并 预言 共振 发 光 法 具有 研究 离子 络 合 物 以 
及 测定 痕 量 物质 的 潜力 。 由 此 开创 了 利用 共振 光 散 射 光 谱 法 测定 痕 量 无 机 离子 
的 新 领域 。 随 着 共振 光 散 射 理论 研究 的 不 断 深入 ， 新 的 测定 金属 离子 的 共振 光 
散射 光谱 法 也 不 断 地 出 现 。 


1.2.5 目前 发 展 的 新 的 共振 光 散 射 技术 
O 基于 液 \ 液 界面 的 全 内 反射 共振 光 散射 技术 


共振 光 散 射 技术 是 基于 散射 颗粒 与 其 外 部 环境 之 间 强 烈 的 折射 率 变化 而 
建立 起 来 的 号 ,微小 颗粒 吸收 或 散射 光 的 程度 依赖 于 颗粒 的 尺寸 、 形状 及 其 
折射 率 与 外 部 环境 介质 折射 率 的 差别 ， 而 正 是 这 种 折射 率 的 差别 造成 了 一 个 微 
小 界面 ， 这 也 是 散射 形成 的 原因 。 同 时 ， 折 射 率 在 光 密 介质 和 光 玻 介质 界面 上 
隐 失 场 的 形成 中 起 到 了 关键 的 作用 , 这 也 意味 着 光 的 全 内 反射 可 以 与 共振 光 散 
射 技术 结合 起 来 。 


液 \ 液 界面 全 内 反射 共振 光 散 射 (TIR-RLS ) 技术 是 黄 承 志 等 中 提出 的 一 种 
新 的 共振 光 散 射 技术 。 在 全 内 反射 模式 下 , 入 射 光 会 在 液 \ 液 界面 上 发 生 全 内 反 
射 产生 消失 波 ， 能 够 高 度 专 一 的 作用 于 该 界面 上 的 物质 ， 产 生 相应 的 全 内 发 射 
共振 光 散 射 。 此 技术 引入 了 全 内 反射 模式 和 液 \ 液 界面 , 同时 具有 只 有 特殊 结构 
的 复合 物 才能 够 被 吸附 到 液 \ 液 界面 上 的 特点 ,故此 技术 对 物质 的 测定 更 具有 选 
择 性 。 此 外 由 于 复合 物 从 水 相 物 质 中 分 离 ， 达到 了 被 测 物 与 其 他 物质 分 离 的 目 
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的 。 实 际 上 这 一 分 离 过 程 也 提高 了 检测 的 灵敏 度 ， 因 为 被 测 物质 被 富 集 到 了 液 
\ 液 界面 , 起 到 了 浓缩 被 检测 物 的 目的 。 通常 情况 下 , 被 测 物 质 与 其 他 物质 结合 
形成 复合 物 借助 液 / 液 界面 反应 、 协 同 吸附 、 共 吸附 等 作用 力 被 吸附 于 液 \ 液 界 
i， 达 到 与 本 体 相 中 共存 物质 分 离 与 富 集 的 效果 。 与 传统 的 溶液 中 的 共振 光 散 
射 方法 相 比较 ，TIR-RLS 方 法 具有 四 个 优点 : CD 将 待 分析 物质 萃取 到 液 \ 液 界 
面 并 且 形 成 相应 的 两 性 物质 可 以 非常 有 效 的 减 小 共存 物质 的 干扰 ; (2) 将 待 分 析 
物质 富 集 到 液 \ 液 界面 可 以 有 效 的 提高 方法 的 灵敏 度 ; (3) TIR-RLS 法 非常 适合 
F 研 究 具有 不 混 溶 性 质 并 且 也 不 能 被 表面 活性 剂 乳化 的 主体 和 客体 的 分 子 识 
别 ; (4) 可 以 用 偏振 TIR-RLS 技 术 研究 液 \ 液 界面 上 的 分 子 定向 排列 。 因 此 ， 

TIR-RLS 是 一 种 非常 有 前 景 的 新 的 光谱 技术 ， 目 前 此 技术 已 应 用 到 有 蛋白质“ 、 

BR, By SVE ME. PM: 金属 离子 销 既 可 与 氧 四 环 素 结合 ， 又 可 
与 三 辛 基 氧 化 腾 结 合 ,在 液 \ 液 界面 上 形成 三 元 双亲 复合 物 , 利用 TIR-RLS 可 实 
现 握 四环素 的 测定 "a， 黄 承志 等 中 基于 十 二 烷 基 茶 磷酸 钠 增强 维生素 B1 的 全 
内 反射 共振 光 散 射 信 号 , 建立 了 测定 维生素 B1 的 新 方法 。 同 时 基于 青霉素 和 黄 
连 素 具 有 协同 吸附 效应 ， 利 用 全 内 反射 共振 光 散 射 技术 实现 了 对 青霉素 的 定量 
4m. 


D 波长 比率 共振 光 散 射 法 


波长 比率 共振 光 散 射 法 是 近 几 年 发 展 起 一 种 新 技术 91, Lakowicz^t 1 
提出 了 波长 比率 共振 光 散 射 技 术 呈 , 并 将 此 技术 应 用 到 生物 素 亲 和 素 免疫 反应 
引起 的 纳米 金 粒 子 聚 沉 的 研究 ，Roll 等 “1 借助 伴 刀 豆 球 蛋 白 存 在 会 引起 葡 取 糖 
包 被 的 胶体 金发 生 聚 沉 ， 而 葡萄 糖 的 存在 会 使 胶体 金发 生 解 聚 这 一 现象 ， 建 立 
了 一 种 检测 葡萄 糖 的 波长 比率 共振 光 散 射 技术 。 此 技术 的 优点 在 于 减 小 了 激发 
光源 的 不 稳定 、 漂 移 及 其 功率 等 因素 对 测量 信号 的 影响 。 


(3) 共振 光 散 射 成 像 

普通 的 共振 光 散 射 技术 测量 的 是 聚 沉 粒子 的 平均 光 散 射 信号 ， 无 法 揭示 
单个 散射 微粒 的 散射 信息 和。 共振 光 散 射 成 像 的 出 现 克 服 了 上 述 缺 点 ， 对 
于 一 个 共振 光 散 射 成 像 仪 器 ， 一 般 包括 光源 、 样 品 池 、CCD 检测 器 以 及 数据 


处 理 系统 等 。 成 像 技术 具有 高 灵敏 的 特点 ， 但 由 于 溶液 中 分 子 的 布朗 运动 以 
及 溶液 的 不 稳定 性 ， 会 导致 测量 信号 的 波动 。Huang!9 等 研究 了 以 488nm T 
离子 激光 器 作为 发 射 光源 ，TPPS4 在 蛋白 质 模板 上 的 聚集 。 溶 液 中 的 聚集 粒 
子 发 出 的 共振 光 散 射 信 号 可 以 用 普通 的 显微镜 观察 到 , 经 电感 看 合 装置 收集 ， 
并 通过 对 获得 的 图 像 的 分 析 发 现在 焦 平 面 上 的 聚集 体 发 光 点 数 和 溶液 中 的 蛋 
白质 浓度 成 正比 例 关系 ， 该 方法 对 人 血清 中 蛋白 质 的 检测 限 达 到 10pg/mL。 


O 背 向 光 散 射 技 术 

由 散射 理论 知 , 散射 光 的 强度 具有 角度 依赖 性 , 也 就 是 具有 角 分 布 的 特点 。 
普通 的 共振 光 散 射 技术 检测 的 是 入 射 辐射 和 散射 辐射 成 x /2 时 的 散射 光 强 度 。 
在 前 向 和 后 向 ， 即 在 入 射 辐射 和 散射 辐射 成 0 和 和 工时 ， 散 射 光 的 强度 要 比 普 i 
共振 光 散 射 技术 测 得 的 散射 光 强 度 大 一 倍 ， 据 此 原理 背 向 光 散 射 技术 被 建立 
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© 流动 注射 技术 与 共振 光 散 射 技术 联 用 


流动 注射 分 析 (FIA〉 是 分 析 化 学 领域 中 一 项 重要 的 技术 和 手段 ， 采 用 把 
一 定 体积 的 试 样 注入 到 流动 试剂 ( 载 液 ) 中 的 方法 ， 保 证 混合 过 程 与 反应 时 间 的 
高 度 重 现 性 ， 在 非 平衡 状态 下 高 效率 地 完成 了 试 样 的 在 线 处 理 与 测定 。 流 动 注 
射 是 一 种 非 均 匀 非 平衡 状态 下 的 在 线 进 样 技术 , 它 所 提供 信号 的 广泛 性 是 均匀 
和 平衡 体系 无 法 得 到 的 ， 并 且 可 以 用 较 简单 的 设备 实现 分 析 工 作 的 自动 化 ， 提 
高 工作 效率 ， 并 具有 操作 灵活 且 重 现 性 好 的 特点 ， 得 到 了 广泛 的 应 用 。 并 且 流 
动 注射 分 析 速 度 快 ， 节 省 试剂 和 样品 ， 分 析 系 统 封闭 ， 可 减少 了 环境 对 实验 的 
影响 。 容 易 实 现 自动 化 ， 重 现 性 好 ， 测 定 精 度 可 达 0.5% 一 1.0% RSD， 多 数 优 
于 相应 的 手工 操作 。 


Fernández Band 等 9 首次 将 流动 注射 与 瑞 利 光 散 射 技术 联 用 应 用 到 和 蛋白质 
的 测定 。Li 等 569 以 氨基 黑 10B 为 荧光 探 针 利 用 共振 光 散 射 与 流动 注射 联 用 检测 
人 血清 样品 中 蛋白 质 含 量 ， 对 HSA 的 检 狐 限 是 0.11 hg/mL, 测 定 试剂 样品 的 回 
收 率 在 94.9% 和 105.9% 之 间 。 共 振 光 散射 与 流动 注射 联 用 提高 了 实验 的 灵敏 度 
和 重 现 性 , 所 得 结果 令 人 满意 。 流动 注射 技术 具有 操作 简便 、 重 现 性 好 的 特点 ， 


与 共振 光 散 射 技 术 联 用 


减 小 了 实验 的 偶然 误差 、 缩 短 了 检测 时 间 。 


13 目前 测定 蛋白 质 的 其 它 方法 
蛋白 质 定量 测定 是 生物 化 学 和 其 它 生物 学 科 中 经 常 涉及 的 分 析 内 容 , 也 是 


临床 检验 中 诊断 疾病 及 检查 治疗 效果 的 习 
中 质量 检验 及 食品 检验 中 常见 的 项 目 。 蛋 
光度 法 、 荧 光 光 度 法 、 化 学 发 光 法 、 紫 多 
法 、 纳 米粒 子 法 和 等 离子 体 共振 法 等 。 目 前 研究 最 多 、 应 


便 的 仍 是 分 光 光 度 法 和 荧光 光度 法 。 


测定 蛋白 质 的 分 光 光 度 法 主要 有 下 列 儿 种 : 


(1) Bradford 检测 法 ( 考 马 斯 亮 蓝 法 ) 


考 马 斯 亮 蓝 G-250 (Coomassie G-250) 是 一 种 


SEAR E 


提高 了 共振 光 散 射 技术 的 自动 化 程度 及 方法 的 精密 度 、 


要 指标 , 又 是 许多 生物 药物 分 离 提纯 
质 的 含量 测定 方法 很 多 ， 包 括 分 光 
光度 法 、 免 疫 分 析 法 、 高 效 液 相 色谱 
晶 最 广 、 操 作 比 较 简 


b 


子 中 磺 酸 基 的 蓝 色 染料 ， 在 465nm 处 有 最 大 吸收 值 。 考 马 斯 亮 蓝 G-250 能 与 蛋 
白质 通过 范 得 华 相 互 作用 形成 蛋白 质 一 考 马 斯 亮 蓝 复合 物 蓝 色 溶液 , 引起 该 染 


料 的 最 大 吸收 max 的 位 置 发 生 红 移 ， 在 595nm 处 有 最 大 吸收 值 。 蛋 


质 


考 马 


斯 亮 蓝 复合 物 溶液 颜色 的 深浅 与 蛋白 质 的 浓度 成 正比 关系 ， 因 此 可 检测 595nm 


处 的 光 吸 收 值 的 大 小 计算 蛋白 质 的 含量 
干扰 物质 少 、 灵 敏 度 高 ， 最 低 测试 蛋 


此 方法 反应 迅速 、 呈 色 反应 颜色 稳定 、 


质量 在 lug 左 右 。 但 因 染 料 与 不 同 的 纯 


化 蛋白 质 的 相互 作用 有 强 有 弱 S"。 


(2) 


双 缩 腺 法 是 基 了 


双 缩 脲 法 


FF 蛋白质 的 双 缩 脲 反应 的 方法 。 在 强 碱 性 溶液 


P. RAMS 


CuSO4 反 应 形成 紫红 色 络 合 物 ， 最 大 吸收 峰 位 于 540nm 处 ， 企 一 定 范围 内 ， 吸 


光度 与 蛋白 质 的 浓度 成 了 


E 比 。 该 方法 操作 简便 、 重 现 性 较 好 ， 但 灵敏 度 不 高 ， 


检 出 限 为 0.2~~1.7g/L, 干 扰 也 比较 大 中。 郑 铁 生 等 3 利用 双 缩 肋 在 碱 性 条 件 下 
与 Co(I) ~ NiCD, Zn(I) 等 金属 离子 结合 ， 建 立 了 Ni(I)- 双 缩 腺 反应 测定 血 


清 总 蛋白 


的 方法 ， 但 灵敏 度 仍 不 高 。 


G) Lowry 法 〈 又 名 Folin- 酚 法 ) 


该 方法 由 0.H.Lowry 等 人 541951 年 建立 , Folin- 酚 试剂 与 芳香 族 氨 基 酸 残 基 
Tyr 和 Try 的 反应 较 迅 速 ， 而 与 肽 链 、 极 性 侧 链 或 两 者 的 铜 配合 物 反 应 较 慢 ， 故 
可 把 磷 钼 酸 、 磷 钨 酸 发 色 团 还 原 成 暗 蓝 色 ， 最 大 吸收 峰 在 750nm 处 ， 一 定 条件 
下 ， 吸 光度 与 蛋白 质 浓度 成 正比 。 方 法 的 线性 范围 较 宽 〈500 一 1000mg/mL) , 
检 出 限 为 0.1mg/mL， 操作 简便 , 但 也 存在 灵敏 度 低 ， 费 时 费力 ， 干扰 影 响 大 等 
缺点 。 


(4) 41S FF (2，2 -Bicinchoninic acid) 法 (BCA 法 ) 


该 方法 是 80 年 代 发 展 起 来 的 新 的 吸光 光度 法 55, 在 碱 性 溶液 中 ,蛋白 质 将 
Cu( IL) 还 原 为 Cu( I), Cu( I ) 与 BCA 形 成 紫红 色 配 合 物 , 最 大 吸收 峰 由 400nm 红 
移 至 562nm 处 ， 在 一 定 条 件 下 ， 配 合 物 的 吸光 度 与 蛋白 质 的 浓度 成 正比 。 该 方 
法 的 灵敏 度 较 高 ， 检 出 限 达 到 0.5 一 10hg/mL， 对 不 同 蛋 白质 的 测定 值 变化 较 小 
59， 但 受 葡萄 糖 干扰 较 大 ， 可 用 于 脑 券 液 等 样品 中 微量 蛋白 质 的 测定 657。 


14 本 论文 的 主要 内 容 

蛋白 质 是 生命 现象 中 最 基本 的 物质 ， 在 生命 活动 中 起 着 重要 的 作用 ， 具 
有 各 种 生理 功能 。 同 时 蛋白 质 也 是 生物 性 状 的 直接 表达 者 ， 其 含量 往往 反映 
机 体 的 健康 状况 ， 是 临床 检验 中 诊断 疾病 的 重要 依据 。 蛋 白质 的 测定 成 为 生 
命 科 学 研究 的 一 个 重要 课题 。 目 前 测定 蛋白 质 的 方法 有 很 多 种 ， 如 凯 氏 定 氮 
法 、 双 缩 尿 法 、Folin- 酚 试剂 法 、 紫 外 吸收 法 、 考 马 氏 亮 蓝 法 、 荧 光 法 等 ， 这 
些 方法 各 有 优 缺 点 。 因 此 ， 寻 找 一 种 简单 、 快 速 、 高 灵敏 的 测定 蛋白 质 的 方 
法 以 及 研究 蛋白 质 与 其 测定 探 针 之 间 的 相互 作用 变 得 尤为 重要 。 本 论文 通过 
利用 具有 灵敏 度 高 、 操 作 简便 的 共振 光 散 射 技 术 研 究 了 三 种 测定 蛋白 质 的 方 


1.4.1 蛋白 质 一 还 原 剂 一 阴离子 表面 活性 剂 体系 
在 共振 光 散 射 光 谱 法 测定 蛋白 质 中 ， 表 面 活性 剂 主要 是 以 使 体系 共振 光 
散射 强度 产生 增强 效应 的 形式 出 现 。 对 于 阴离子 表面 活性 剂 十 二 烷 基 茶 磺 酸 


钠 和 蛋白 质 体系 的 共振 光 散 射 光谱 的 研究 已 有 报道 。 本 文 在 此 基础 上 研究 了 
强 还 原 剂 B- 琉 基 乙 醇和 二 硫 苏 糖 醇 对 牛 血清 白 蛋 白 和 十 二 烷 基 茶 磺 酸 钠 体 系 
共振 光 散 射 强度 的 影响 。 在 酸性 条 件 下 ， 阴 离子 表面 活性 剂 十 二 烷 基 葵 磺 酸 
钠 通 过 静电 相互 作用 与 带 正 电荷 的 牛 血清 白 蛋 白 结合 形成 二 元 配合 物 ， 使 体 
系 的 共振 光 散 射 强度 产生 增强 效应 ， 当 体系 中 加 入 还 原 剂 B- 琉 基 乙 醇和 二 硫 
苏 糖 醇 时 ， 体 系 的 共振 光 散 射 强度 会 有 更 加 明显 的 增强 。 据 此 提出 了 两 种 简 
单 、 快 速 、 高 灵敏 度 的 测定 牛 血清 白 蛋白 的 共振 光 散 射 光 谱 法 。 考 查 了 各 种 
因素 对 体系 共振 光 散 射 强度 的 影响 ， 如 酸度 、 还 原 剂 和 表面 活性 剂 的 浓度 、 
共存 离子 等 。 将 该 方法 应 用 到 合成 样品 以 及 实际 样品 的 分 析 ， 结 果 令 人 满意 。 


1.4.2 蛋白 质 一 硫酸 铵 体系 

基于 硫酸 铵 能 与 蛋白 质 发 生 盐 析 作 用 ， 促 进 蛋 白质 分 子 凝 聚 ， 形 成 蛋白 质 
沉淀 而 引起 体系 共振 光 散 射 强度 的 增强 , 建立 了 一 种 前 人 未 曾 研究 过 的 以 硫酸 
锐 为 蛋白 质 的 共振 光 散 射 探 针 ， 快速 简 便 检测 蛋白 质 的 新 方法 。 具体 研究 了 以 
硫酸 铵 为 共振 光 散 射 探 针 提出 了 检测 牛 血清 白 蛋白 BSA) 人 血清 白 蛋 白 (HSA) 
和 卵 清白 蛋白 (OVA) 的 方法 ， 考 查 了 体系 的 酸度 、 硫 酸 铵 的 浓度 和 共存 离子 等 
对 体系 共振 光 散 射 强度 的 影响 。 将 所 建立 的 测定 蛋白 质 的 共振 光 散 射 光谱 法 应 
用 到 合成 样品 及 实际 样品 的 测定 ， 结 果 令 人 满意 。 
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蛋白 质 是 人 们 认识 细胞 功能 和 疾病 过 程 的 关键 ， 是 生命 科学 的 基础 。 蛋 
白质 含量 的 测定 在 临床 医学 、 生 命 科 学 的 研究 方面 有 着 十 分 重要 的 意义 。 目 
前 测定 蛋白 质 的 方法 有 凯 氏 定 氮 法 (Kjedahl 法 )、 双 缩 尿 法 (Biuret 法 ) Folin- 
酚 试 剂 法 (Lowry 法 )、 紫 外 吸收 法 、 考 马 氏 亮 蓝 法 和 荧光 法 等 。 以 上 方法 各 
有 优 缺 点 ， 凯 氏 定 氮 法 干扰 少 ， 但 耗 时 长 ， 一 般 需 要 8-10 小 时 左右 。 双 缩 尿 
法 适用 于 快速 测定 ， 但 是 不 够 灵敏 。 紫 外 吸收 法 主要 应 用 于 层 析 柱 流出 的 蛋 
白质 的 测定 。Lowry 法 需要 严格 控制 时 间 门 。 


共振 光 散 射 光谱 法 是 近 几 年 发 展 起 来 的 新 的 分 析 技 术 。 方 法 简单 ， 灵 敏 
度 高 ,可 以 用 普通 的 荧光 分 光 光度 计 测 量 ， 因 此 在 蛋白 质 中 和 核酸 中 等 生物 大 
分 子 的 研究 中 得 到 了 广泛 的 应 用 。Pastenack 等 9 首次 将 共振 光 散 射 光谱 作为 
一 种 技术 研究 中 啉 类 化 合 物 在 核酸 分 子 上 的 堆积 。 指 出 入 射 光 与 粒子 相互 作 
时 ， 入 射 光 的 频率 接近 其 吸收 频率 ， 粒 子 对 光 的 散射 程度 明显 增强 。 即 当 
入 射 光 的 波长 接近 分 子 最 大 吸收 波长 时 ， 散 射 微粒 对 光 的 散射 程度 明显 的 增 
强 。 这 一 发 现 使 得 通过 调节 合适 的 激发 、 发 射 狭 颖 宽度 以 及 合适 的 激发 和 发 
射 波长 (A4=0)， 用 一 台 普 通 的 荧光 分 光 光度 计 就 可 以 达到 对 共振 光 散 射 光 
谱 的 测量 。 因 此 测定 光 散射 的 强度 不 再 局 限于 使 用 昂贵 的 光源 ， 例 如 激光 光 
源 等 。 自 此 以 后 ， 共 振 光 散射 技术 由 于 其 高 灵敏 性 、 操 作 简 单 、 采 用 普通 光 
源 就 可 以 实现 等 优点 被 广泛 的 应 用 于 生物 大 分 子 、 药 物 分 子 、 无 机 离子 等 的 
测定 。 表 面 活性 剂 与 蛋白 质 通 过 静电 引力 形成 聚合 物 ， 体 系 的 共振 光 散 射 强 
度 会 发 生 明显 的 增强 ， 且 增强 的 共振 光 散 射 强度 与 蛋白 质 的 浓度 在 一 定 浓度 
范围 内 具有 良好 的 线性 关系 , 据 此 原理 建立 测定 蛋白 质 的 共振 光 散 射 光谱 法 。 


表面 活性 剂 具 有 增 溶 、 催 人 化、 乳化、 分散、 聚集 、 起 泡 、 消 泡 等 作用 ， 广 
泛 地 被 应 用 于 洗涤 剂 、 化 妆 品 、 制 药 、 制 浆 造 纸 、 纺 织 、 化 学 纤维 、 制 革 、 食 
品 、 塑 料 等 工业 。 近 年 来 ， 表 面 活性 剂 受到 分 析 科学 家 的 重视 ， 将 其 应 用 到 共 
振 光 散射 光谱 法 测定 生物 大 分 子 的 测定 中 。 表面 活性 剂 主要 以 两 种 方式 应 用 于 
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生物 大 分 子 的 测定 ， 其 一 ， 利 用 表面 活性 剂 本 身 与 生物 大 分 子 结合 的 性 质 ， 直 
接 作为 共振 光 散 射 探 针 应 用 到 生物 大 分 子 的 研究 中 。 如 利用 十 六 烷 基 三 甲 基 省 
化 铵 和 溴 化 十 六 煤 基 喀 啶 共振 光 散 射 探 针 直接 测定 溶液 中 的 核酸 "3 。 其 二 , 作 
为 共振 光 散 射 强度 的 增强 剂 应 用 于 共振 光 散 射 体系 , 其 中 既 包括 离子 型 表面 活 
性 剂 也 包括 非 离子 型 表面 活性 剂 9 。 如 非 离子 型 表面 活性 剂 OP 和 Triton 
X-100. 


本 章 基 于 在 蛋白 质 溶液 中 加 入 阴离子 表面 活性 剂 十 二 烷 基 茶 磺 酸 钠 和 带 
PILAR AA (8B- 纺 基 7Z, 醇 、 二 硫 苏 糖 醇 ) 时 ， 体 系 的 共振 并 散射 强度 增强 
现象 ， 设 计 了 测定 蛋白 质 的 快速 、 简 便 、 灵 敏 的 共振 光 散 射 光 谱 法 。 其 中 表面 
活性 剂 作为 阴离子 去 污 剂 会 断裂 蛋白 质 分 子 内 和 分 子 间 的 氧 键 ， 使 分 子 去 折 
B, 破坏 蛋白 质 分 子 的 二 级 和 三 级 结构 WM, 与 蛋白 质 分 子 形成 蛋白 质 一 阴离子 
表面 活性 剂 的 三 元 配合 物 。 强 还 原 剂 可 以 打开 蛋白 质 分 子 内 的 二 硫 键 ， 使 其 分 
TR MES), 促进 蛋白 质 与 阴离子 表面 活性 剂 的 结合 而 导致 了 蛋白 质 一 还 原 剂 
一 阴离子 表面 活性 剂 体系 的 共振 光 散 射 强度 比 蛋 白质 一 阴离子 表面 活性 剂 体 
系 的 强 。 具体 研究 了 牛 血 清白 蛋白 (BSA)-B- 和 琉 基 乙醇 -ME)- 十 二 烷 基 茶 磺 酸 钠 
(SDBS) 体 系 和 BSA- 二 硫 苏 糖 醇 (DTT-SDBS 体 系 的 共振 光 散 射 光 谱 并 建立 了 
两 种 测定 蛋白 质 的 共振 光 散 射 光 谱 法 。 考 查 了 各 种 因素 对 体系 共振 光 散 射 强度 
的 影响 ， 如 酸度 、 表 面 活性 剂 的 浓度 、 还 原 剂 的 浓度 、 试 剂 的 加 入 顺序 、 共 存 
离子 等 。 将 所 建立 的 测定 蛋白 质 的 共振 光 散 射 光谱 法 应 用 到 合成 样品 和 实际 样 
品 的 测定 ， 结 果 令 人 满意 。 


对 于 阴离子 表面 活性 剂 SDBS 和 和 蛋白 质 体 系 的 共振 光 散 射 光 谱 的 研究 已 有 
及 道 (3 由。 本 文 在 此 基础 上 研究 了 还 原 剂 B-ME 和 DTT 对 BSA 一 SDBS 体系 
共振 光 散 射 强度 的 影响 。 结 果 证 明 使 用 B-ME 和 DTT 可 提高 信号 和 方法 的 灵 
敏 度 。 


2.1 实验 部 分 
2.1.1 仪器 与 试剂 
2.1.1.1 仪器 
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RF-5301 PC 荧光 分 光 光 度 计 (日 本 岛 津 公 司 ) . GBC Cintra 10e 紫外 -可 
见 分 光 光 度 计 〈 澳 大 利 亚 GBC 仪 器 公司 )、DELTA 320 pH 计 (上海 梅 特 勒 - 托 利 
多 仪器 有 限 公 司 )。 

2.1.1.2 试剂 

1.1x105molL "BSA《〈 购 自 上 海 生物 制品 有 限 公司 ) 储备 液 用 二 次 水 配制 ， 
并 在 4C 下 保存 。0.01 molL"SDBS〈 购 自 天 津 市 光复 精细 化 工 研究 所 ) 储备 液 
日 二 次 水 配制 备用 。B-ME 购 自 北 京 里 国生 物 试剂 有 限 公司 。 用 不 同比 例 的 0.2 
molL-! 的 磷酸 氧 二 钠 溶 液 以 及 0.1 molL 的 柠檬 酸 溶液 控制 反应 体系 的 酸度 ， 
它 试剂 均 为 分 析 纯 。 


2.1.2 实验 方法 
2.1.2.1 牛 血清 白 蛋白 一 p- 琉 基 乙 醇 一 十 二 烷 基 茶 磺 酸 钠 体 系 

在 10 mL 比 色 管 中 依次 加 入 适量 的 BSA 溶 液 、 缓 冲 溶液 和 B-ME 溶 液 后 振荡 
混 匀 ， 再 加 入 适量 的 SDBS 溶 液 ， 最 后 用 二 次 去 离子 水 定 容 ， 放 置 10min 后 进行 


测定 。 


2.1.2.2 牛 血清 白 蛋 白 一 二 硫 苏 糖 醇 一 十 二 烷 基 茶 磺 酸 钠 体系 

在 10 mL 比 色 管 中 依 次 加 入 适量 的 BSA 溶液 、 缓 冲 溶液 和 DTT 溶 液 后 振荡 
混 匀 ， 再 加 入 适量 的 SDBS 溶 液 ， 最 后 用 二 次 去 离子 水 定 容 ， 放 置 10min 后 进行 
测定 。 
2.1.3 仪器 参数 

采用 RF-5301 PC 荧光 分 光 光 度 计 ， 在 220 nm 一 800 nm 波长 范围 内 同步 扫 
Hi ex =2em) , 激发 和 发 射 狭 颖 均 为 3 nm。 在 最 大 共振 光 散 射 波长 处 测量 样品 
Hi (BSA—B-ME—SDBS ) 的 共振 光 散 射 强度 有 us 和 空白 CB-ME—SDBS) ) 的 共 
振 光 散射 强度 Iris ， 由 测 得 的 Rts 和 7"RLs， 可 得 到 增强 的 共振 光 散 射 强度 


Alkris» Ell lets = fats — 1^ Rise 


2.2 BSA—B-ME—SDBS 体系 共振 光 散 射 光谱 的 研究 
2.2.1 BSA—B-ME—SDBS 体系 的 光谱 特征 


23 


第 二 章 蛋白 质 一 还 原 剂 一 表面 活性 剂 体系 


由 图 2-1 可 知 ， 在 pH=2.4， c(BSA)-4.5x10 molL'', c(B-ME)=0.71 molL 
Allc(SDBS)=6.5x10~“molL" 的 条 件 下 ，BSA、B-ME、SDBS、BSA 一 B-ME 和 
B-ME 一 SDBS 体 系 的 共振 光 散 射 强度 较 弱 ， 而 BSA 一 SDBS 体 系 和 

BSA 一 B-ME 一 SDBS 体 系 在 357 nm 和 545 nm 波长 处 的 共振 光 散 射 强度 较 强 。 较 
强 共振 光 散 射 峰 的 出 现 说 明 带 正 电荷 的 BSA 与 阴离子 表面 活性 剂 通过 静电 引 
力 形成 了 BSA-SDBS 二 元 配合 物 。 图 2-1 中 曲线 7 表明 当 BSA 一 B-ME 一 SDBS 三 
者 混合 时 体系 的 共振 光 散 射 强度 明显 比 BSA-SDBS 二 元 配合 物体 系 的 共振 光 
散射 强度 强 。 这 一 现象 归 因 于 还 原 剂 B-ME 能 使 半 胱 氨 酸 残 基 之 问 的 二 硫 键 断 
AUN, 促进 BSA 与 SDBS 之 间 的 结合 而 增强 了 体系 的 共振 光 散 射 强度 。 由 于 357 
nm 处 的 共振 光 散 射 强度 比 545 nm 处 的 更 强 ， 因 此 本 文选 择 357 nm 作为 共振 光 散 
射 强度 的 测定 波长 。 


RLS intensity 


‘Wavelength ( nm) 


Fig.2-1.The RLS spectra of various systems 1. BSA, 2.B-ME, 3.SDBS, 4. BSA-B-ME, 
5.B-ME-SDBS, 6.BSA-SDBS ,7.BSA-B-ME-SDBS, 


2.2.2 条 件 的 优化 
2.2.2.1 酸度 的 影响 


BSA 和 SDBS 是 通过 静电 作用 力 而 结合 的 , 所 以 体系 的 pH 值 对 共振 光 散 射 
强度 的 影响 非常 重要 。 本 文采 用 磷酸 毛 二 钢 一 位 榜 酸 缓冲 体系 来 控制 反应 体系 
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的 酸度 ， 在 c(BSA)= 4.5x107' molL"', c(B-ME)=0.71 molL' fIc(SDBS)-6.5x10* 
molL"' 条 件 下 研究 了 pH 值 变 化 对 体系 共振 光 散 射 强度 的 影响 (图 2-2) 。 由 图 2-2 
可 知 ，B-ME 一 SDBS 体 系 的 共振 光 散 射 强度 很 低 ， 并 随 pH 值 的 增 大 而 没有 明显 
的 变化 。BSA 一 B-ME 一 SDBS 体 系 共振 光 散射 强 度 较 高 ， 并 随 pH 值 的 增 大 而 有 
明显 的 变化 。 当 溶液 的 pH=2.0 时 , BSA 一 B-ME 一 SDBS 体 系 的 共振 光 散 射 强度 
随 pH 值 的 增 大 而 增强 ， 当 pH 在 2.0~3.0 范 围 内 时 达到 最 大 值 。I0 为 BSA 的 等 电 
点 ，plo=4.9， 当 pH<plo 时 BSA 带 正 电 荷 与 阴离子 表面 活性 剂 通过 静电 引力 而 

很 容易 结合 形成 BSA 一 SDBS 二 元 配合 物 。 当 pH>4 时 共振 光 散 射 强度 开始 减弱 ， 
当 pH=plIo 时 共振 光 散 射 强度 降低 到 与 空白 相近 , 并 随 pH 值 的 增 大 而 没有 明显 的 
变化 ， 说 明 pH>plo 时 BSA 带 负 电荷 ， 与 阴离子 表面 活性 剂 发 生 静 电 排斥 作用 

而 很 难 结合 形成 BSA 一 SDBS 二 元 配合 物 。 基 于 实验 结果 ， 本 文选 用 pH=2.4 的 


缓冲 溶液 来 控制 反应 体系 的 酸度 。 
700 a 
is apa TE 
/ LEES 
500. aera, \ 
/ N EN 
Bow N 
i cae: N NI 


Fig. 2-2. Effect of pH value on RLS intensity 


2.2.2.2 B - ME 浓度 的 影响 

PB- ME 的 引入 导致 BSA 一 SDBS 体 系 的 共振 光 散 射 强度 明显 增强 。 本 实验 在 
pH-24, c(BSA)-4.5x10 ^molL'' 和 c (SDBS) = 6.5x10^molL 1 条件 下 ， 考 查 了 
B- ME 的 浓度 对 体系 的 共振 光 散 射 强度 的 影响 。 结 果 如 图 2-3 所 示 ，B- ME 的 浓 
度 小 于 0.71 molL 时， 体系 的 共振 光 散 射 强度 随 B- ME 浓度 的 增 大 而 增强 ，B- 
ME 的 浓度 在 0.71 一 1.1 molL"' 范 围 内 时 达到 最 大 值 ，B- ME 的 浓度 大 于 1.1 
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molL"' 时 ， 随 着 B- ME 浓度 的 增加 共振 光 散 射 强度 减弱 。 因 此 本 文选 0.71 molL 
为 B- ME 的 最 佳 浓度 。 
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Concentration of B -ME (molL") 
Fig.2-3. Effect of concentration of B-ME on RLS intensity 


2.2.2.3 SDBS 浓度 的 影响 

由 于 体系 的 共振 光 散 射 强度 增强 是 因为 形成 BSA 一 SDBS 二 元 配合 物 引 起 
的 。 实 验 中 考察 了 SDBS 浓 度 对 BSA 一 B- ME 一 SDBS 体 系 共振 光 散 射 强度 的 影 
响 。 如 图 2-4 所 示 ，SDBS 浓 度 改 变 并 未 引起 B- ME 一 SDBS 体 系 共 振 光 散射 强度 
明显 的 变化 。 但 SDBS 浓 度 的 变化 引起 BSA 一 B- ME 一 SDBS 体 系 共振 光 散 射 强 
度 发 生 了 明显 的 变化 。 当 SDBS 浓 度 小 于 5.5X 107 molL' 时 , 体系 的 共振 光 散 射 
强度 随 着 SDBS 浓 度 的 增 大 而 增强 。 这 是 由 于 阴离子 表面 活性 剂 在 水 溶液 中 以 
单 体 和 胶 束 的 混合 形式 存在 ,其 中 单 体 破 坏蛋 白质 的 氨 键 和 玻 水 键 并 定量 结合 
到 蛋白质 分 子 上 。 在 表面 活性 剂 的 浓度 较 低 时 ， 单 体 的 浓度 随 着 表面 活性 剂 总 
浓度 的 增加 而 增加 ， 与 蛋白 质 结合 的 程度 也 增强 中 。 当 SDBS 的 浓度 大 于 7.5X 
10% molL' 时 ,体系 的 共振 光 散 射 强 度 随 SDBS 浓 度 的 增 大 而 降低 。 当 表面 活性 
剂 的 浓度 达到 一 定 值 时 ， 随 表面 活性 剂 的 总 浓度 的 增加 ， 单 体 的 浓度 不 再 变 ， 
只 增加 胶 束 的 浓度 55。 由 于 胶 束 的 增加 , 单 体 与 蛋白 质 的 结合 程度 也 相对 的 减 
少 而 引起 体系 共振 光 散 射 强度 的 下 降 。 当 SDBS 的 浓度 5.5X 10% molL 一 7.5X 
104 molL' 范 围 时 ， 体 系 的 公正 光 散射 强度 达到 且 保 持 不 变 ， 基 于 上 述 讨论 ， 
本 实验 选择 6.5X 10^ molL' 作 为 SDBS 的 最 佳 浓度 。 
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Concentration of SDBS (10-molL ") 


Fig. 2-4. Effect of concentration of SDBS on RLS intensity 


2.2.2.4 试剂 加 入 顺序 的 影响 

在 体系 的 pH 值 以 及 BSA、B-ME 和 SDBS 浓 度 固定 的 条 件 下 ， 考 查 了 
B-ME 与 SDBS 的 加 入 顺序 对 体系 共振 光 散 射 强度 的 影响 。 结 果 表 明 ， 在 含有 
BSA 的 缓冲 溶液 中 先 加 入 B-ME 时 体系 共振 光 散 射 强度 为 100%, 则 先 加 入 SDBS 
时 体系 共振 光 散 射 强度 为 87%， 当 体系 中 不 加 B-ME, 在 含有 BSA 的 缓冲 溶液 中 
加 入 SDBS 时 体系 的 共振 光 散 射 强度 为 84%。 此 现象 说 明 对 体系 共振 光 散 射 强 
度 的 增强 B-ME 起 着 重要 作用 ， 因 为 -ME 能 打开 蛋白质 分 子 内 的 二 硫 键 ， 使 其 
分 子 分 解 为 亚 基 中 ， 促 进 BSA 与 SDBS 更 有 效 的 结合 。 因 此 在 实验 中 依次 加 入 
BSA、 缓 冲 溶液 、B-ME 和 SDBS。 


2.2.3 共存 物质 的 影响 

在 BSA 浓 度 为 4.5x10” molL"' 时 ， 研 究 了 儿 种 共存 离子 对 测定 的 干扰 。 由 表 
2-1 可 知 ，BSA 对 金属 离子 抗 干 扰 能 力 有 较 大 差别 ，Na*、 Bat 等 离子 对 测定 
干扰 较 小 ， 但 过 高 浓度 的 AR+ 离 子 对 测定 有 一 定 干扰 。 


2.2.4 标准 曲线 
在 最 佳 的 实验 条 件 下 , 体系 的 共振 光 散 射 强度 随 着 BSA 浓度 的 增 大 而 增 
强 , BSA 的 浓度 c 在 1.0x108 molL!~7.0x107 molL' 范 围 时 ，c 与 体系 的 共振 光 散 
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Table 2-1 The influence of foreign substances 


. Concentration The concentration of BSA Relative error 
Foreign subustances i 4 7, 4 

(x10™ molL ) found (x10 molL ) (96) 
NaCl 1.0 4.98 -1.07 
kCl 1.0 4.46 -0.89 
CaCl, 1.0 4.42 -1.78 
MgSO, 1.0 4.64 -3.11 
ZnSO, 1.0 4.77 6.00 
BaCl, 1.0 4.48 -0.44 
Cr(NO;) 1.0 4.62 2.67 
ALb(SO4) 0.05 4.89 8.67 
Glucose 1.0 4.92 9.33 


射 强度 增强 ARrs 具 有 和 良好 的 线性 关系 如 图 2-5 所 示 ，c 与 AIRrs 的 关系 式 可 表示 
为 : Mus - 42.1+1.37x10? c, 相关 系数 为 0.9945， 检 出 限 为 6.0x10? molL 1。 


0 1 2 3 4 5 6 X 8 
Cocnetration of BSA (107 molL?) 


Fig2-5 The plot of ^ Irs value vs. concentration of BSA. 
2.2.5 样品 分 析 
2.2.5.1 合成 样品 的 分 析 
为 了 证 明 方法 的 可 行 性 ， 并 考虑 到 生物 样品 中 与 蛋白 共存 的 组 分 常 有 Na”、 
K+、Msg*、Ca*、CI、SOs* 等 ， 且 浓度 都 较 高 ， 所 以 合成 了 三 种 含有 不 同 干 
扰 组 分 的 样品 ， 按 上 述 方法 实验 ， 结 果 如 表 2-2 所 示 ， 测 定 结果 与 考 马 斯 亮 蓝 
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法 〈Coomassie Brillant blue,CBBiX) 测 得 的 结果 一 致 ， 且 有 较 好 的 


Table2- 2 Determination of bovine serum albumins in synthetic samples 


El 


The concentration 


Foreign 
of BSA found Recovery (96) RSD (9) 
Substance* (x107 molL!) 
RLS CBB RLS CBB RLS CBB 
NaCl 
CaCl, 6.12 6.16 102.0 103.0 2.0 2.6 
BaCl, 
KCI 
ZnSO; 5.92 5.93 98.7 98.8 -1.2 -1.2 
MgSO, 
CaCl, 
ZnCl, 5.85 6.06 97.5 101.0 -2.4 1.0 
Al(SO4)s 


The concentration of BSA in sample is 6.0x10 molL 
* The concentrations of NaCl, KCl, ZnSO, CaCl, MgSO, , BaCland Al(SO,); were 
1.0x10“molL, respectively. 


2.2.5.2. 人 血清 样品 的 分 析 

利用 该 方法 对 正常 人 血清 〈 吉 林 大 学 第 一 附属 医院 提供 ) 中 的 总 蛋白 质 含 
量 进行 了 测定 。 测 定 前 将 新 鲜 的 血清 用 二 次 蒸馏 水 逐 级 稀释 500 倍 后 取 
适量 溶液 ， 按 实验 方法 进行 测定 ， 用 RLS 法 测 得 总 蛋白 的 含量 为 31.93 gL', JH 
考 马 斯 亮 蓝 法 (CBB 法) 测 得 总 蛋白 的 含量 为 31.42 gL ， 结 果 一 致 。 


2.3 BSA 一 DTT 一 SDBS 体系 共振 光 散 射 光谱 的 研究 


2.3.1 BSA— DTT —SDBS 体系 的 光谱 特征 
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由 图 2-6 可 知 ， 在 pH=2.4，c(BSA)=4.5x10 molL'', c(DTT)-0.5molL'' 
fIIc(SDBS)-6.5x10 ^moIL''ll/]J4&f- F, BSA, DTT, SDBS, BSA—DTTZI 
DTT 一 SDBS 体 系 的 共振 光 散 射 强度 较 弱 ， 而 BSA 一 SDBS 体 系 和 

BSA 一 DTT 一 SDBS 体 系 在 357 nm 和 545 nm 波长 处 的 共振 光 散 射 强度 较 强 。 较 
强 共振 光 散 射 峰 的 出 现 说 明 带 正 电荷 的 BSA 与 阴离子 表面 活性 剂 通过 静电 引 
力 形成 了 BSA-SDBS 二 元 配合 物 。 图 2-6 中 曲线 7 表明 当 BSA 一 DTT 一 SDBS 三 者 
混合 时 体系 的 共振 光 散 射 强度 明显 比 BSA-SDBS 二 元 配合 物体 系 的 共振 光 散 
射 强度 强 。 这 一 现象 归 因 于 还 原 剂 DTT 会 破坏 蛋白 质 的 二 硫 键 [2 促进 了 BSA 与 
SDBS 之 间 的 结合 而 增强 了 体系 的 共振 光 散 射 强度 。 由 于 357 nm 处 的 共振 光 散 射 
强度 比 545 nm 处 的 更 强 , 因此 本 文选 择 357 nm 作为 共振 光 散 射 强度 的 测定 波长 。 


RLS intensity 


Wavelength (nm) 


Fig.2-6 The RLS spectra of various systems — 1. BSA ,2.DTT ,3.SDBS ,4. 
BSA-DTT ,5.DTT-SDBS ,6.BSA-SDBS 7.BSA-DTT-SDBS 


2.3.2 条 件 的 优化 
2.3.2.1 酸度 的 影响 

BSA 和 SDBS 是 通过 静电 作用 力 而 结合 的 ， 所 以 体系 的 pH 值 对 共振 光 散 射 
强度 的 影响 非常 重要 。 本 文采 用 磷酸 氢 二 钠 一 柠檬 酸 缓冲 体系 来 控制 反应 体系 
的 酸度 ， 在 c(BSA)= 4.5x1077 molL', c(DTT)=0.5 molL fIc(SDBS)-6.5x10^* 
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molL 条件 下 研究 了 pH 值 变化 对 体系 共振 光 散 射 强度 的 影响 (图 2-7) 。 由 图 2-7 
可 知 ，DTT 一 SDBS 体 系 的 共振 光 散 射 强度 很 低 ， 并 随 pH 值 的 增 大 而 没有 明显 
的 变化 。BSA 一 DTT 一 SDBS 体 系 共 振 光 散射 强度 较 高 ， 并 随 pH 值 的 增 大 而 有 
明显 的 变化 。 当 溶液 的 pH<2.0 时 ，BSA 一 DTT 一 SDBS 体 系 的 共振 光 散 射 强度 
随 pH 值 的 增 大 而 增 大 ， 当 pH 在 2.0 一 3.0 范 围 内 时 达到 最 大 值 。BSA 的 等 电 点 为 
Jo，plo=4.9， 当 pH<plo (4.9) 时 BSA 带 正 电荷 与 阴离子 表面 活性 剂 通过 静电 引 
力 而 很 容易 结合 形成 BSA 一 SDBS 复 合 物 。 当 pH>4 时 共振 光 散 射 强度 开始 减弱 ， 
当 pH=pIo 时 共振 光 散 射 强度 降低 到 与 空白 相近 , 并 随 pH 值 的 增 大 而 没有 明显 的 
变化 ， 说 明 pH>plo 时 BSA 带 负 电荷 ， 与 阴离子 表面 活性 剂 发 生 静 电 排 斥 作 
而 很 难 结合 形成 BSA 一 SDBS 复 合 物 。 基 于 实验 结果 ， 本 文选 用 pH=2.4 的 缓冲 
溶液 来 控制 反应 体系 的 酸度 。 


2 
E] 
S 3004 
= 
E 2004 
1004 
oj a a 
和 一 一 
1 2 3 4 5 6 7 8 
pH 
Fig. 2-7. Effect of pH value on RLS intensity 
2.3.2.2 DTT 浓度 的 影响 


DTT 的 引入 导致 BSA 一 SDBS 体系 的 共振 光 散 射 强度 明显 增强 。 本 实 
验 在 pH=2.4，c(BSA)=4.5x10-7molL 和 c(SDBS)= 6.5x10 mo L IEF, Afi 
了 DTT 的 浓度 对 体系 的 共振 光 散 射 强 度 的 影响 。 结 果 如 图 2-8 所 示 , DTT 的 浓度 
小 于 0.4 molL'! 时 ,体系 的 共振 光 散 射 强度 随 DTT 浓 度 的 增 大 而 增强 , DTT 的 浓 
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度 在 0.4 一 0.6 molL i 


围 内 时 达到 最 大 值 ，DTT 的 浓度 大 于 0.6 molL :时 ， 随 着 


DTT 浓 度 的 增加 共振 光 散 射 强度 减弱 。 因 此 本 文选 0.5 molL 为 DTT 的 最 佳 浓 


Concentration of DTT 


Fig.2-8. Effect of concentration of DTT on RLS intensity 


度 。 
z 
E 
[4 
2.3.2.3 SDBS 浓度 的 影响 


由 于 体系 的 共振 光 散 射 强 度 增强 是 因为 形成 BSA 一 SDBS 二 元 配合 物 引 
起 的 。 实 验 中 考察 了 SDBS 浓 度 对 BSA 一 DTT 一 SDBS 体 系 共振 光 散 射 强度 的 影 


响 。 如 图 2-9 所 示 ，SDBS 浓 度 改 变 并 未 引起 DTT 一 SDBS 体 系 半 
明显 的 变化 。 但 SDBS 浓 度 的 变化 纪 | 才 


发 生 了 明显 的 变化 。 当 SDBS 浓 度 小 于 5.0X 104 molL' 时 , 体系 
度 随 着 SDBS 浓 度 的 增 大 而 增强 。 此 时 ， 浓 度 的 增加 有 利于 SDBS 有 效 地 联接 

BSA, 形成 较 多 的 BSA 一 SDBS 二 元 配合 物 。 当 SDBS 的 浓度 大 于 6.0X 10% molL” 
时 ,体系 的 共振 光 散 射 强度 随 SDBS 浓 度 的 增 大 而 降低 。SDBS 
面 活性 剂 ， 作 为 变性 剂 和 助 溶剂 ， 能 断裂 蛋白 分 子 内 和 分 子 间 


EME, RIVE 


质 分 子 的 


级 三 级 结构 021。SDBS 在 水 溶液 


共振 光 散 射 强 度 
蕊 BSA 一 DTT--SDBS 体 系 共振 光 散 射 强度 


I JE XC BON TR 


是 一 种 阴离子 表 
gu, HEAT 
PLAS EN 


胶 束 的 混合 形式 存在 ， 能 与 蛋白 质 分 子 结合 的 仅 是 单 体 。 当 SDBS 的 浓度 增 大 
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到 一 定 程度 时 ， 达 到 其 胶 束 临界 浓度 。SDBS 的 浓度 继续 增 大 导致 胶 束 的 形成 ， 
降低 了 单 体 的 浓度 ， 从 而 与 BSA 结合 的 有 效 浓 度 减 小 ， 导 致 出 现 SDBS 浓 度 增 
大 体系 共振 光 散 射 强度 反而 降低 的 现象 "51。 当 SDBS 的 浓度 5.0X 10% molL 一 
6.0X10”molL- 范 围 时 ， 体 系 的 公正 光 散 射 强度 达到 且 保 持 不 变 ， 基 于 上 述 讨 
论 ， 本 实验 选择 6.0X 107 molL'! 作 为 SDBS 的 最 佳 浓 度 。 


RLS Intensity 


Concentration of SDBS (10-molL") 


Fig.2-9. Effect of concentration of SDBS on RLS intensity 


2.3.2.4 试剂 加 入 顺序 的 影响 

在 体系 的 pH 值 以 及 BSA、DTT 和 SDBS 浓 度 固定 的 条 件 下 ， 考 查 了 DTT 与 
SDBS 的 加 入 顺序 对 体系 共振 光 散 射 强 度 的 影响 。 结 果 表 明 ， 在 含有 BSA 的 组 
冲 溶液 中 先 加 入 DTT 时 体系 共振 光 散射 强度 为 100%， 则 先 加 入 SDBS 时 体系 共 
振 光 散射 强度 为 87%， 当 体系 中 不 加 DTT. 在 含有 BSA 的 缓冲 溶液 中 加 入 SDBS 
时 体系 的 共振 光 散 射 强度 为 84%。 此 现象 说 明 对 体系 共振 光 散 射 强度 的 增强 
DTT 起 着 重要 作用 , 能 破坏 氨基 酸 分 子 内 或 分 子 间 的 二 硫 键 , 促进 BSA 与 SDBS 
更 有 效 的 结合 。 因 此 在 实验 中 依次 加 入 BSA、 缓 冲 溶液 、DTT 和 SDBS。 


2.3.3 共存 物质 的 影响 


33 


第 二 章 蛋白 质 一 还 原 剂 一 表面 活性 剂 体系 


在 选 定 的 实验 条 件 下 ， 研 究 了 多 种 常见 金属 离子 和 和 葡萄糖 对 BSA (4.5X 
107molL') 测定 的 影响 。 从 表 2-3 可 知 ， 大 多 数 共存 离子 对 BSA 的 测定 影响 
较 小 ， 都 在 土 6% 的 相对 误差 之 内 。 


Table 2-3 Influence of foreign substances 


Foreign subustances Concentration The concentration of BSA Relative error 

(xl0 molL") founded (%) 
(x10 molL") 

NaCl 1.0 431 -4.3 
KCI 1.0 4.35 -3.4 
CaCl, 1.0 4.62 2.7 
MgSO, 1.0 4.37 -2.9 
ZnSO, 1.0 4.29 -4.7 
BaCl, 1.0 4.75 5.7 
Ab(SO4) 0.05 4.73 52 
Glucose 1.0 4.63 2.9 


2.3.4 标准 曲线 

在 最 佳 的 实验 条 件 下 , 体系 的 共振 光 散 射 强度 随 着 BSA 浓度 的 增 大 而 增 
强 , BSA 的 浓度 c Æ 1.0x10* molL'~7.5x107 molL 范围 时 , 与 体系 的 共振 光 
散射 强度 增强 Aris 具有 良好 的 线性 关系 。 如 图 2-10 HR, c -F Akr 的 关系 
式 可 表示 为 : AIRrs= -61.6+1.41x10" c, 相关 系数 为 0.9943， 检 出 限 为 5.0x10” 


molL', 


1000 4 


6004 


———T——1——1——1————-——-— 
0. 74 2 7-3 4.5. 6: 36 8 


Cocnetration of BSA (107 moll”) 


Fig2-10 The plot of ^ Ig; s value vs. concentration of BSA. 
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2.3.5 样品 分 析 
2.3.5.1 合成 样品 的 分 析 

为 了 证 明 方法 的 可 行 性 ， 并 考虑 到 生物 样品 中 与 蛋白 共存 的 组 分 常 有 Na*、 
K+、Mg*、Ca*、CI、SOs 等， 且 浓 度 都 较 高 ， 所 以 合成 了 三 种 含有 不 同 干 
扰 组 分 的 样品 , 按 上 述 方法 实验 ， 结 果 如 表 2-4 所 示 ， 测 定 结 果 与 考 马 斯 亮 蓝 法 
(CBB 法 ) 测 得 的 结果 一 致 ， 且 有 较 好 的 回收 率 。 


Table 2-4 Results for determination of BSA in synthetic samples 


T 


The concentration 


Foreign 
of BSA found Recovery (96) RSD (95) 
Substance? (x107 molL"!) 
RLS CBB RLS CBB RLS CBB 
NaCl 
CaCh 5.92 6.16 98.7 102.7 -1.3 2.6 
BaCh 
KCI 
ZnSO, 5.82 5.93 97.0 98.9 -3.0 -1.2 
MgSO, 
CaCl, 
ZnCl, 5.87 6.06 97.8 101.0 -2.2 1.0 
Al,(SO4)5 


The concentration of BSA in sample is 6.0x 10^ molL''. 
* The concentrations of NaCl, KCl, ZnSO, CaCl,, MgSO, , BaCl, and Ab(SO,); are 
1.0x10“molL"', respectively. 


2.3.5.2. 人 血清 样品 的 分 析 
利用 该 方法 对 正常 人 血清 (吉林 大 学 第 一 附属 医院 提供 〉 中 的 总 蛋白 质 含 
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量 进行 了 测定 。 测 定 前 将 新 鲜 的 血清 用 二 次 蒸馏 水 逐 级 稀释 500 倍 后 分 别 取 适 
量 溶液 ， 按 实验 方法 进行 测定 ， 测 定 结果 如 表 2-5 表 示 ， 由 表 中 数据 可 知 ， 本 
法 所 得 结果 与 经 典 的 考 马 斯 亮 蓝 法 〈CBB 法 ) 所 得 结果 基本 一 致 。 


Table 2-5 Results for determination of total protein in human serum samples 


Sample - RLS a CBB 
c(gL R.S.D.(%) c(gL R.S.D.(96) 
1 29.0 2.6 29.9 23 
2 70.3 2.8 742 2.6 
3 824 33 832 3.1 
4 86.6 33 83.4 3.5 
5 89.7 33 832 2.8 
2.4 小 结 


基于 还 原 剂 B- ME 和 DTT 的 还 原 特 性 ， 提 出 了 一 种 以 阴离子 表面 活性 剂 
SDBS 为 共振 光 散 射 探 针 ， 测 定 BSA 的 共振 光 散 射 光谱 法 。 还 原 剂 B- ME 和 DTT 
的 加 入 会 增强 体系 的 共振 光 散 射 强度 ， 这 一 现象 是 由 于 还 原 剂 B- ME 和 DTT 能 
使 半 胱 氨 酸 残 基 之 间 的 二 硫 键 断裂 ， 使 其 分 解 为 亚 基 ， 而 促进 BSA 和 SDBS 的 
结合 ， 引 起 体系 共振 光 散 射 强度 的 增强 。 本 章 主要 考查 了 反应 体系 的 pH 值 、B- 
ME 以 及 DTT 和 SDBS 的 浓度 、 反 应 物 的 加 入 顺序 、 共 存 离子 等 对 体系 共振 光 散 
射 强度 的 影响 。 结 果 表 明生 物 样品 中 与 蛋白 共存 的 大 多 数 金属 离子 对 BSA 测定 
结果 影响 不 大 并 在 一 定 的 浓度 范围 内 ， 体 系 的 共振 光 散 射 强度 增强 A Prs 与 
BSA 的 浓度 具有 良好 的 线性 关系 。 将 该 方法 应 用 到 合成 样品 和 人 血清 样品 中 总 
蛋白 质 含 量 的 分 析 ， 测 定 结果 与 用 经 典 的 考 马 斯 亮 蓝 法 (CBB 法 ) 测 得 的 结果 
基本 一 致 。 


2.5 参考 文献 
[1] 汪 家 政 , 范 明 , 等 . 蛋白 质 技术 手册 [M]， 北京 :科学 出 版 社 ，2002: p38-50 
[2] Yao G, Li K.A., Tong S.Y., Anal. Chim. Acta, 1999, 398, 319 


[3] Wang M., Yang J.H., Wu X., et al., Anal. Chim. Acta, 2000, 422, 151 
[4] Pasternack, R. F.; Bustamante, C.; Collings, P. J.; Giannetto, A.; Gibbs, E. J., 
Porphyrin assemblics on DNA as studied by a resonance light-scattering 


technique Journal of the American Chemical Society 1993, 115, 5393-5399. 


36 


第 二 章 蛋白 质 一 还 原 剂 一 表面 活性 剂 体系 


(5] 


[6] 


U] 


[8] 


Pasternack, R. F.; Collings, P. J.,Resonance light scattering: a new technique 


for studying chromophore aggregation Science 1995, 269, 935. 


Collings, P. J.; Gibbs, E. J.; Starr, T. E.; Vafek, O.; Yee, C.; Pomerance, L. A.; 

Pasternack, R. F., Resonance light scattering and its application in 
determining the size, shape, and aggregation number for supramolecular 
assemblies of chromophores. Journal of Physical Chemistry B 1999, 103, 
(40), 8474-8481. 


Li, Y. F.; Shu, W. Q.; Feng, P.; Huang, C. Z.; Li, M., Determination of DNA 
with cetyltrimethylammonium bromide by the measurement of Resonance 


Light Scattering. Analytical Sciences 2001, 17, (6), 693-696. 


Liu, R. T.; Yang, J. H.; Sun, C. X.; Wu, X.; Gao, X. B.; Liu, Y.; Liu, S. F.; Su, 
B. Y., Resonance double light scattering method for the determination of 
nucleic acids with cetylpyridine bromide. Microchimica Acta 2004, 147, 
(1-2), 105-109. 


[9] Chen, Y.-j.; Yang, J.-h.; Wu, X.; Wu, T.; Luan, Y.-x., Resonance light scattering 


[10 


[11 


[12 
[13 


[14 
[15 


technique for the determination of proteins with resorcinol yellow and OP. 
Talanta 2002, 58. (5). 869-874. 


Wu, X.; Sun, S.; Guo, C. Y.; Yang, J. H.; Sun, C. X.; Zhou, C. R.; Wu, T., 

Resonance light scattering technique for the determination of proteins with 

Congo red and Triton X-100. Luminescence 2006, 21, (1), 56-61. 

陆 健 . 蛋白 质 纯化 技术 及 应 用 [M]. 北京 : .化 学 工业 出 版 社 ， 
2005:p181-182 
MEA. 蛋白 质 电泳 实验 技术 [M]， 北京 :科学 出 版 社 ，2005:p92-94 

Gao D J, He N, Tian Y, Chen Y H, Zhang H Q, Yu A M. Spectrochim. Acta: 


Part A [J] , 2007, 68 : 573. 

JIANG Bo,HU Qing-hong. Analytical Laboratory [J], 2002 , 21(3) : 27. 

韩 两 勇 ， 张 学 军 ， 等 译 .水 溶液 中 的 表面 活性 剂 和 聚合 物 [M]， 北 京 :化 学 
工业 出 版 社 , 2005: 32 


37 


第 三 章 以 硫酸 铵 为 探 针 检 测 蛋 白质 的 共振 光 散 射 光 谱 法 研究 


第 三 章 。” 以 硫酸 铵 为 探 针 检 测 蛋白 质 的 共振 光 散 射 光 谱 
法 研究 


蛋白 质 是 包括 人 类 在 内 的 各 种 生物 有 机 体 的 重要 组 成 成 分 , 是 生命 的 物质 
基础 之 一 。 生 物体 的 生长 、 发 育 、 遗 传 和 繁殖 等 一 切 生 命 活动 都 离 不 开 蛋 白质 。 
蛋白 质 对 调节 生理 功能 、 维 持 新 陈 代谢 起 着 及 其 重要 的 作用 。 在 生命 活动 中 蛋 
白质 无 处 不 在 ， 因 此 研究 蛋白 质 有 着 极为 重要 的 生物 学 意义 

蛋白 质 的 含量 测定 是 生物 化 学 研究 中 最 常用 、 最 基本 的 分 析 方 法 之 一 。 常 
用 的 经 典 方法 有 定 氮 法 、 双 缩 腺 法 (Biuret 法 )、Folin- 酚 试剂 法 〈Lowry 法 )、 
紫外 吸收 法 、 考 马 氏 亮 蓝 法 和 荧光 法 等 "5 。 

Pastenack 等 581 首次 将 共振 光 散 射 光 谱 作为 一 种 技术 研究 中 啉 类 化 合 物 在 
核酸 分 子 上 的 堆积 。 指 出 入 射 光 与 粒 子 相互 作用 时 ， 入 射 光 的 频率 接近 其 吸收 
频率 ， 粒 子 对 光 的 散射 程度 明显 增强 。 即 当 入 射 光 的 波长 接近 分 子 最 大 吸收 波 
长 时 ， 散 射 微粒 对 光 的 散射 程度 明显 的 增强 。 自 此 以 后 ， 共 振 光 散射 技术 由 于 
其 高 灵敏 性 、 操 作 简 单 、 采 用 普通 光源 就 可 以 实现 等 优点 被 广泛 的 应 用 于 生物 
大 分 子 、 药 物 分 子 、 无 机 离子 等 的 测定 。 目 前 测定 蛋白 质 的 共振 光 散 射 探 针 主 
要 有 中 啉 类 、 染 料 类 、 纳 米粒 子 等 中 。 染 料 分 子 、 金 属 纳米 粒子 在 痕 量 蛋白 
质 存在 的 条 件 下 发 生 聚 集 ， 体 系 的 共振 光 散 射 强度 会 发 生 明 显 的 增强 ， 且 增强 
的 共振 光 散射 强度 与 蛋白 质 的 浓度 在 一 定 浓度 范围 内 具有 良好 的 线性 关系 , 据 
此 原理 建立 测定 蛋白 质 的 共振 光 散 射 光谱 法 。 

本 章 基 于 硫酸 铵 能 与 蛋白 质 发 生 盐 析 作 用 ， 促 进 蛋白 质 分 子 凝 聚 ， 形 成 蛋 
白质 沉淀 而 引起 体系 共振 光 散 射 强度 的 增强 , 建立 了 一 种 前 人 未 曾 研究 过 的 以 
硫酸 铵 为 蛋白 质 的 共振 光 散 射 探 针 ， 快速 简便 检测 蛋白 质 的 新 方法 。 硫酸 铵 具 
有 盐 析 效应 强 、pH 范 围 广 、 溶 解 度 大 、 受 温度 影响 小 、 溶 液 散 热 少 和 经 济 适 
(9 等 优点 ,在 蛋白 质 的 盐 析 中 使 用 最 广泛 。 本 章 具体 研究 了 以 硫酸 铵 为 共振 光 
散射 控 针 提出 了 检测 牛 血清 白 蛋白 (BSA)、 人 血清 白 蛋白 (HSA) 和 卵 清 白 蛋 白 
(OVA) 的 方法 ， 考 查 了 体系 的 酸度 、 硫 酸 铵 的 浓度 和 共存 离子 等 对 体系 共振 光 
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散射 强度 的 影响 。 将 所 建立 的 测定 蛋白 质 的 共振 光 散 射 光 谱 法 应 用 到 合成 样品 
及 实际 样品 的 测定 ， 测 定 结果 与 用 经 典 的 考 马 斯 亮 蓝 法 测 得 的 结果 基本 一 致 。 


3.1 实验 部 分 
3.1.1 仪器 与 试剂 
3.1.1.1 仪器 


RF-5301 PC 荧光 分 光 光 度 计 〈 日 本 岛 津 公司 ) 、GBC Cintra 10e 紫外 -可 
见 分 光 光 度 计 〈 澳 大 利 亚 GBC 仪 器 公司 )、DELTA 320 pH 计 (上海 梅 特 勒 - 托 利 
多 仪器 有 限 公 司 )。 


3.1.1.2 试剂 

1.0x10? molL'BSA, HSA, OVA ( 购 自 上 海 生物 制品 有 限 公司 ) 储备 液 
用 二 次 水 配制 ， 并 在 4C 下 保存 ; 将 767g 无 水 硫酸 铵 缓慢 深 于 1L 二 次 水 ， 配 置 
硫酸 铵 储备 液 。 此 时 硫酸 铵 的 饱和 度 定 为 100%， 相 当 于 4molL- 的 浓度 ， 使 用 
时 用 水 稀释 此 饱和 硫酸 铵 溶液 可 得 到 不 同 饱和 度 的 硫酸 铵 溶液 。 饱和 硫酸 铵 溶 
液 的 pH 值 在 4.5 一 5.5 范 围 内 ， 使 用 时 可 用 NHsHO 和 Hz2SO4 调 节 溶 液 的 酸度 。 实 
验 所 用 试剂 均 为 分 析 纯 。 


3.1.2 实验 方法 


在 10 mL 比 色 管 中 分 别 加 入 适量 的 BSA、HSA 和 OVA 储 备 液 ， 再 加 入 适量 
的 饱和 (NH4)2SOs 溶 液 ， 最 后 用 二 次 去 离子 水 定 容 ， 放 置 20min 后 进行 测定 。 


3.1.3 仪器 参数 

RF-5301 PC 荧光 分 光 光 度 计 ， 在 220 nm~800 nm 波长 范围 内 同步 扫 
Hii Gex Aem) , 激发 和 发 射 狭 缝 均 为 3 nm。 在 最 大 共振 光 散 射 波 长 处 测量 样品 
液 ( 蛋 白质 一 硫酸 铵 溶液 的 共振 光 散 射 强度 IkLs 和 空白 硫酸 铵 溶液 ) 的 共 
振 光 散射 强度 1%RLs ， 由 测 得 的 IRLs 和 7 人 RLs， 可 得 到 增强 的 共振 光 散 射 强度 


AfRLs， 即 AfRts = Ires — D rise 


M 
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3.2 结果 与 讨论 


32.1 蛋白 质 一 (NH4)2SO4 体系 的 光谱 特征 


由 图 3-1 可 知 ，(NH4)2SO4、BSA、HSA 和 OVA 体系 的 共振 光 散 射 强度 
较 弱 ， 而 OVA 一 (INH)2SO4、BSA 一 (NH4)2SO: 和 HSA 一 (NH4)2SO4 体系 的 共 
振 光 散射 强度 均 较 强 。 这 一 现象 归 因 于 蛋白 质 的 盐 析 作用 。 在 高 浓度 中 性 盐 
存在 下 ， 蛋 白质 等 生物 大 分 子 物质 在 水 溶液 中 的 溶解 度 降低 而 产生 沉淀 ， 称 


BRAT EFA), 蛋白 质 等 生物 大 分 子 物质 以 一 种 亲 水 胶体 形式 存在 于 水 溶液 中 ， 
无 外 界 影 响 时 , 呈 稳 定 的 分 散 状 态 , 其 主要 原因 是 


:第 一 , 蛋白 质 为 两 性 物质 ， 


一 定 nH 值 下 表面 显示 一 定 的 申 性 ， 巾 干 静 申 斥 力 作用 ， 伟 分 子 间 相互 排斥 。 


第 二 ， 蛋 白质 分 子 周 
白质 粒子， 避免 其 因 碰 撞 而 聚 沉 。 产 生 盐 析 作用 的 一 个 原因 
蛋白 质 表面 具 相反 电 性 的 离子 基 团 结合 ， 形 成 离子 对 ， 因 此 
了 蛋白质 的 电 性 ， 使 蛋白 质 分 子 之 间 静 电 排 斥 作用 减弱 而 能 
相互 靠 扰 ， 聚 集 起 来 。 盐 析 作用 的 另 一 个 原因 是 
质 大 ， 盐 离子 在 水 中 发 生 水 化 而 使 蛋白 质 脱 去 了 水 化 膜 ， 暴 露出 疏水 区 域 ， 


化 膜 层 能 保护 恒 
是 由 于 盐 离 子 与 
盐 离子 部 分 中 和 


FF zk CRA 


z 


围 ， 水 分 子 成 有 序 排 列 ， 在 其 表面 上 形成 了 水 化 膜 ， 水 


于 中 性 盐 的 亲 水 性 比 蛋 白 


相互 作用 ， 使 蛋白 质 分 子 之 间 聚 集 而 沉淀 "9 ， 从 而 引起 了 体 


系 的 共振 光 散 射 


强度 的 增强 。 由 图 3-2 可 知 , OVA- 
和 HSA-(NH4)2SO4 混合 体系 在 230nm 一 300nm 波 1 


(NH,)2SO4. BSA-(NH4)$0, 
长 范围 内 有 吸收 。 由 共振 光 


散射 理论 "” 2 可 知 ，320nm 处 的 散射 峰 应 该 是 体系 的 共振 光 散射 峰 。 本 文选 
FE 320 nm 作为 共振 光 散射 强度 的 测定 波长 。 


3.2.2 条 件 的 优化 


3.2.2.1 酸度 的 影响 


蛋白 质 是 具有 等 电 点 的 两 性 电解 质 。 一 般 来 说 ， 蛋 白质 分 子 表面 所 带 的 


静电 荷 越 多 ， 它 的 溶解 度 越 大 。 当 外 界 环境 使 其 表面 静电 荷 为 零 时 ， 溶 解 度 
的 最 低 值 。 所 以 调节 溶液 的 pH 值 可 以 改变 蛋白 质 的 溶解 度 
N, KARA NHH 和 硫酸 控制 饱和 硫酸 铵 溶液 的 酸度 ,研究 了 pH 1.0~ 


将 达到 一 个 相对 


7.0 范围 内 体系 共振 光 散 射 强度 的 变化 。 其 变化 曲 
J (BSA, HSA, OVA) 存在 的 条 件 下 ，(NH4)2SO4 溶 液 的 共 


Ko ERAK 


线 如 图 3-3 CA. B. C) X 
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Fig.3-1 The RLS spectra of various systems — 1.(NH4);SO, 2. HSA 3. BSA 4. OVA 
5. OVA-(NH,)2SOu. 6. BSA-(NH4»SO, 7. HSA-(NH;»SO,. 


Absorbance 


Wavelength (nm) 


Fig.3-2 The absorption spectra of various system 
1, BSA- (NH4);SO, system.The concentration of BSA is 4.0 X 10° mol-L", The 
saturation of (NH4)2SO, is 60%. 
2, HSA—(NH4)2SO,system .The concentration of HSA is 4.0 10% mol-L", 
The saturation of (NH4)2SOy is 60%. 
3, OVA—(NH,);SO, system.The concentration of OVA is 2.0 10° mol-L"!, The 
saturation of (NH4);SO, is 80%. 
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振 光 散射 强度 不 高 且 强度 不 随 pH 值 的 变化 而 改变 。 然 而 当 蛋 白质 BSA, 

HSA, OVA) 和 (NH4)2SO4 共存 时 体系 的 共振 光 散 射 强度 较 强 并 随 pH 值 的 变 
化 而 有 明显 的 变化 。BSA 一 (NH4)2SO4、HSA 一 (NH)2SO4 和 OVA 一 (INH4)2SO4 
体系 的 共振 光 散 射 强度 出 现 最 大 值 且 基 本 保持 不 变 的 pH 值 范围 分 别 为 2.5 一 
3.0. 2.0—4.0 和 3.0—3.5. 盐 析 的 pH 值 选择 要 以 不 降低 蛋白 质 的 活力 为 原则 。 
由 于 和 蛋白质 在 等 电 点 时 最 易 沉淀, 所 以 调整 选择 蛋白 质 溶液 的 pH 值 于 沉淀 目 
的 物 等 电 点 附近 进行 盐 析 。 但 蛋白 质 等 高 分 子 化 合 物 的 表 观 等 电 点 受 介质 环 
境 的 影响 。 在 高 盐 溶液 中 ， 分 子 表面 电荷 分 布 会 发 生变 化 ， 等 电 点 往往 发 生 
偏 移 。 与 负离子 结合 的 蛋白 质 ， 其 等 电 点 常 向 酸 侧 移动 "。 对 于 BSA 一 
(NH4)2SO4. HSA—(NH4)2SOy 和 OVA 一 (NH4)2SO4 体系 ， 本 文选 用 的 pH 值 分 


别 为 3.0、4.0 和 3.5. 
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Fig.3-3(A) Effect of pH value on RLS intensity of BSA-(NH,4)2SO, system. 
The saturation of (NH4);SO, is 60%. 
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Fig.3-3(B) 
The saturation of (NH4)2SOx is 60%. 
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Effect of pH value on RLS intensity of HSA-(NH4)2SO, system. 


Fig3-3(C) Effect of pH value on RLS intensity of OVA-(NH4)2SO4 system. 


The saturation of (NH4).SOy is 80%. 


3.2.2.2 (NH4)2SO4 饱 和 度 的 影响 
本 实验 考查 了 (NH4)2SO4 溶液 的 饱和 度 对 体系 并 


共振 光 散 射 强度 的 


I 影响 。 结 


果 如 图 3-4 CA. B. C) 所 示 。 在 BSA-(NH4)2SOs 体系 和 HSA-(NH4)2S0; 4%% 
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系 中 (NH4)SO4 溶液 的 饱和 度 均 为 60% 时 体系 的 共振 光 散 射 强度 出 现 最 大 值 ， 
在 OVA-(NH4)2SOq 体系 中 (NH4)2SO4 溶液 的 饱和 度 为 80% 时 体系 的 共振 光 散 
射 强度 出 现 最 大 值 。 


600 


8 
8 


RLS Intensity 
8 
8 


200 


100. 


IM tM z 


0.2 


Fig.3-4 (A) 
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Effect of (NH4)2SO, saturation on RLS intensity of 
BSA-(NH4),SO, system.The pH value is 3. 
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Fig.3-4(B) Effect of (NH4);SO, saturation on RLS intensity of 


HAS-(NH.4);SO, system.The pH value is 4. 
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Fig.3-4(C) Effect of (NH4)2SO, saturation on RLS intensity of 


OVA-(NH,4)2SO, system.The pH value is 3. 


3.2.2.3 共存 物质 的 影响 
在 选 定 的 实验 条 件 下 ， 研 究 了 多 种 常见 金 


属 离子 和 葡萄 糖 对 三 种 蛋白 质 


(BSA, HSA 和 OVA 溶液 的 浓度 均 为 3.0X 107molL'. 测定 的 影响 。 从 表 


3-1 可 知 ， 大 多 数 共 存 离子 对 三 种 蛋 
误差 之 内 。 


Table 3-1 Influence of foreign substances 


质 的 测定 影响 较 小 ， 都 在 土 8% 的 相对 


Relative error(%) 
Foreign substances 

BSA HSA OVA 
K* -7.48 -3.37 2.73 
Nar -0.76 4.06 7.45 
Ca** 1.21 2.54 3.32 
Cu” 4.39 1.07 4.13 
Mg” 2.51 1.75 3.05 
Zn” 0.45 0.82 0.73 
AP* 243 5.04 -4.65 
Glucose 247 3.06 5.83 


a. 


3.2.2.4 标准 曲线 


All the concentrations of coexistence substances are 1.0X 10% mol.IL 


在 最 佳 实验 条 件 下 ， 蛋 白质 浓度 的 增强 引起 体系 共振 光 散 射 强度 的 增强 。 
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BSA、HSA 和 OVA 的 浓度 与 体系 的 共振 光 散 射 强度 的 增强 具有 良好 的 线性 关 
系 。 如 表 3-2 所 示 ， 


Table 3-2 Linear calibration curves and detection limits for the determination 


of BSA, HSA and OVA 
. Linear range Linear regression Detection limit 
Protein 4 : E p 
(mol * L) equation(c, mol * L` ) (S/N23) 


BAS  50X10*—10X10*  ^1-47.8146.17X10'c — 0.998 6.6X 10? 
HSA  25X10*—80X107  AI-95.51«1.10X 10'c — 0.999 3.8X 10? 
OVA 50X107—1.5X10* ^ ^1-107.7645.58X10*c — 0.997 74X10? 


323 样品 分 析 
3.2.3.1 合成 样品 的 分 析 


按照 上 述 测定 蛋白 质 的 共振 光 散 射 光谱 法 ,对 几 种 合成 样品 进行 了 分 析 。 
结果 如 表 3-3 所 示 ， 测 定 结果 与 用 经 典 的 考 马 斯 亮 蓝 法 测 得 的 结果 一 致 。 


Table 3-3 Results for determination of protein in synthetic samples 


The concentration 


F 3 Recovery(%) RSD(%) 
Protein? Foreign of protein 
Substance” Found(x107 molL 
RLS CBB RLS CBB RLS CBB 
$ + Mg* 
BSA 2.92 3.03 97.3 101.0 2.67 1.0 
2 Ag 
K*. Na‘, Mg” 
HSA 3.05 3.05 1020 — 1020 1.67 13 
"s Ag 
+ Na*. Mg” 
OVA 3.04 3.02 10.0 — 1010 1.33 0.6 
Zn". Ag 


a. All the concentrations of protein in sample is 3x10” molL". 
b.All the concentrations of coexistence substances are 1.0 10 molL 


3.2.3.2 实际 样品 的 分 析 
利用 该 方法 对 正常 人 血清 〈 吉 林 大 学 第 一 附属 医院 提供 ) 中 的 总 蛋白 质 含 
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量 进行 了 测定 。 测 定 前 将 新 鲜 的 血清 用 二 次 蒸馏 水 逐 级 稀释 500 倍 后 分 别 取 适 
量 溶液 ， 按 实验 方法 进行 测定 ， 测 定 结果 如 表 3-4 表 示 ， 由 表 中 数据 可 知 ， 本 


法 所 得 结果 与 经 典 的 考 马 斯 亮 蓝 法 所 和 全 


结果 基本 一 致 。 


Table 3-4 Results for determination of total protein in human serum samples 


Sample RLS CBB 
Cge L” R.S.D.(%) Cg L” R.S.D.(%) 

1 70.86 1.82 67.36 4.24 

2 74.02 2.58 70.93 2.66 

3 50.32 2.09 49.07 2.30 

4 79.90 1.75 71.64 1.88 

5 99.33 1.63 96.71 1.96 
33 小 结 

研究 了 蛋白 质 (BSA, HSA 和 OVA) 一 (NH4)2SO4 体系 的 共振 光 散 射 光 
谱 及 其 分 析 应 用 。 研究 结果 表明 (NH4)2SO4 与 蛋白 质 因 盐 析 作用 而 使 蛋白 质 沉 
淀 ， 引 起 体系 的 共振 光 散 射 强度 的 增强 。 将 中 性 盐 加 入 到 蛋白 质 溶液 中 ， 蛋 


白质 的 溶解 度 开 始 增 大 ， 但 随 着 继续 加 入 盐 ， 蛋 白质 的 溶解 度 却 逐 步 减 小 ， 
高 浓度 的 盐 离 子 有 很 强 的 水 化 力 ， 可 夺取 蛋白 质 分 子 的 水 化 层 ， 使 之 “ 失 水 ”， 
于 是 蛋白 质 胶 粒 凝 结 并 沉淀 析出 "9 基于 (NH4)2SO4 使 蛋白 质 沉淀 而 使 体系 共 
振 光 散射 强度 增强 的 效应 ， 建 立 了 一 种 快速 、 简 便 、 灵 敏 的 测定 蛋白 质 的 共 
振 光 散 射 光谱 法 。 具体 考察 了 体系 的 酸度 、(NH4)SO4 浓 度 和 
共振 光 散 射 强 度 的 影响 。 结 果 表 明生 物 样品 中 与 蛋白 共存 的 大 多 数 金属 离子 
对 BSA 测定 结果 影响 不 大 。 在 一 定 的 浓度 范围 内 ， 体 系 的 共振 光 散 射 强度 增 


强 A ris 与 蛋白 质 的 浓度 具有 良好 的 线性 关系 。 将 该 方法 应 
人 血清 样品 中 总 蛋白 质 含量 的 分 析 ， 结 果 与 经 典 的 考 马 斯 亮 蓝 法 基本 一 致 。 
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摘要 


蛋白 质 的 共振 光 散 射 光 谱 法 研究 


蛋白 质 是 包括 人 类 在 内 
的 直接 表达 者 ， 担 负 着 各 利 
一 切 生命 活 动 都 离 不 开 蛋 


生理 功能 。 生 物体 


及 


重要 的 作用 。 目 前 


摘要 


作者 : 牧 


导师 : 张 寒 琦 教授 


专业 : 分 析 化 学 


的 各 种 生物 有 机 体 的 重要 组 成 成 分 ， 是 生物 性 状 


9 生长 、 发 育 、 遗 传 和 繁殖 等 


质 。 蛋 白质 对 调节 生理 功能 、 维 持 新 陈 代谢 起 着 
质 的 定量 分 析 方 法 主要 是 分 光 光 度 法 和 荧光 法 。 


H 


Hr 


析 方 法 上 的 日 趋 成 熟 ， 在 生命 科学 、 


分 光 光 度 法 灵敏 度 较 低 ， 荧 光 光 度 法 仅 
与 蛋白 质 的 作用 机 理 ， 建 立 如 
物 分 析 化 学 研究 的 前 沿 和 热点 之 一 。# 
代 发 展 起 来 的 一 种 新 兴 的 痕 量 分 析 测 试 新 方法 。1993 年 ， 共 振 光 散 射 技术 人 
为 一 种 研究 生 色 团 聚集 的 方法 被 正式 提出 。 随 着 共振 光 散 射 技术 在 理论 和 分 
环境 科学 以 及 纳米 材料 研究 等 方面 已 经 


得 到 了 越 来 越 多 的 应 


。 本 论文 对 共振 光 散 射 技术 进行 了 概述 ， 建 立 了 三 科 


测定 蛋白 质 的 共振 光 散射 光谱 法 。 


在 共振 光 散射 技 术 中 ， 表 面 活性 剂 主要 用 来 提高 体系 


对 于 阴离子 表面 活性 刘 
第 二 章 在 此 基础 上 研究 了 强 还 
阴离子 表面 活性 剂 十 二 烷 基 茶 磺 酸 钠 体系 共振 光 散 射 强度 
强 还 原 剂 能 使 半 胱 氨 酸 残 基 之 间 的 二 硫 键 断裂 , 促进 牛 血清 白 蛋白 与 十 二 烷 基 
茉 磺 酸 钠 之 间 的 结合 而 可 提高 体系 信号 和 方法 的 灵敏 度 。 研究 了 牛 血清 白 蛋 白 
一 86- 薪 基 乙 醇 一 十 二 烷 基 茶 磁 酚 钠 体系 和 4 


白质 的 快速 、 简 便 、 高 灵敏 
共振 光 散 射 光 谱 法 是 二 十 世纪 九 十 年 


恨 于 荧光 体系 。 深 入 研究 小 分 子 物质 


的 分 析 方法 是 当前 


um 


共振 光 散 射 的 强度 。 


质 体系 的 共振 光 散 射 光 谱 的 研究 已 有 报道 , 本文 
原 剂 (B- 殊 基 乙醇 、 二 硫 苏 糖 醇 等 ) 对 蛋白 质 和 


的 影响 , 证 实 了 使 


EF 血 清白 蛋白 一 二 硫 苏 糖 醇 一 十 二 


烷 基 茶 磺 酸 钠 体 系 的 共振 光 散 射 光谱 并 建立 了 两 种 测定 蛋白 质 的 共振 光 散射 


摘要 


光谱 法 。 系统 地 考查 了 各 种 因素 对 体系 共振 光 散 射 强度 的 影响 , 如 酸度 、 时间 
还 原 剂 的 浓度 、 表 面 活性 剂 的 浓度 和 试剂 加 入 顺序 等 。 将 所 建立 的 测定 蛋白 质 


的 方法 应 用 到 合成 样品 和 实际 样品 的 分 析 ， 并 与 传统 的 考 马 斯 亮 


果 令 人 满意 。 

ASC SHOE TF GBR ((NH4)SO4) 能 与 蛋白 质 发 生 盐 析 作 用 ， 促 进 蛋 
白质 分 子 凝聚 ， 形 成 蛋白 质 沉淀 而 引起 体系 共振 光 散 射 强度 的 增强 ， 建 立 了 
一 种 以 硫酸 镁 为 蛋白 质 的 共振 光 散 射 控 针 ， 检 测 蛋白 质 的 新 方法 。 硫 酸 铵 是 


种 最 党 


的 蛋 


质 沉淀 剂 ， 因 为 它 有 一 些 优良 性 质 ， 如 盐 析 的 有 效 性 、pH 


范围 广 、 溶 解 度 高 、 溶 液 散热 少 和 经 济 适用 等 。 本 章 研究 了 牛 血 清白 蛋白 一 
ni Ai 
谱 ， 考 查 了 体系 
度 的 影响 。 将 所 建立 的 测定 蛋白 质 的 共振 光 散 射 光 谱 法 应 用 到 合成 样品 及 实 
际 样品 的 分 析 并 与 传统 的 考 马 斯 亮 蓝 法 比较 ， 结 果 令 人 满意 。 


关键 词 : 


白 蛋白 一 硫酸 铵 和 卵 清白 蛋白 一 硫酸 匀 体 系 的 共振 光 散 射 光 
的 酸度 、 硫 酸 铵 的 饱和 度 和 共存 离子 等 对 体系 共振 光 散 射 强 


共振 光 散 射 光谱 法 ， 蛋 白质 ， 还 原 剂 ， 阴 离子 表面 活性 剂 ，(NH4)2SO4 


法 比较 ， 结 


studies on proteins by resonance light 


scattering spectrometry 


Abstract 


Author: Mu Dan 
Supervisor: Prof. Zhang Hanqi 


Major: Analytical Chemistry 


Protein is the most important life substance and plays an important role in 
animal life, such as poviding power, serving as the carrier of drug, microorganism 
and minerals. The amount of protein in human body is a reference for health. 
Therefore,to quantify protein in biochemistry is very important, which attracts the 
attentions of many scientists. The detection method of biomactomolecule has 
developed rapidly and become the important field of life science. The common 
analytical methods mainly include spectrophotometry and 
fluorimetry.Spectrophotometry suffers from low sensitivity. Fluorimetry is 
restricted by fluorimetric reagents. The scientists focus on finding a simple, quick 
and high sensitive method to determine the protein. Resonance light scattering 
spectrometry is a new technology which developed in 19905 for trace analysis. It 
was founded by pasternalk et al. in 1993. There have been more and more 
rescarches and applications of RLS recently. With high sensitivity, simplicity and 
rapidness, RLS has been applied widely in the fields of life sciences, 
environmental sciences and the investigation of nanometer materials. In this thesis, 
the assay for protein and the interaction between protein and probe were studied 


by resonance light scattering (RLS) technique. 


The surfactant always cooperates with RLS probe to enhance the RLS signal 
of system in the RLS technique for determination of proteins. In this thesis, the 
reduction agents (dithiothreitol and B-mercaptoethanol) were introduced to the 
bovine serum albumin -sodium dodecylbenzene sulphonate system. Strong 
reduction agents can break down disulfide bond between cysteine amino acid 
residues and degrade protein. After the reduction agent was added into bovine 
serum albumin solution, the RLS intensity of bovine serum albumin -sodium 
dodecylbenzene sulphonate was enhanced. Based on the above results, a new 
assay for protein was established. The effects of some experimental conditions on 
the enhanced RLS intensity, such as concentrations of reduction agent and 
surfactant, pH values, coexistence ions and so on were investigated. Compared 
with the results obtained by Coomassie Brillant Blue(CBB) method, the 
experimental results obtained by the proposed method were satisfactory. 

Based on the phenomenon that (NH4)2SO, can form large particles with protein 
by electrostatic forces to enhance the intensity of resonance light scattering (RLS), 
(NH4);SO, was used as a RLS probe to determine bovine serum alumin (BSA), 
human serum alumin (HSA) and ovum albumin (OVA). The experimental 
conditions were investigated, including the acidity and saturation of (NH4)2SOx. 
The effect of foreign substances was also examined. The real sample and synthetic 


samples were analyzed and the results were satisfactoriy. 
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